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-،+Na+،K+،Cl-،H(هاالکترولیتهمئوستازو) بدن

Hco3،+Ca2،Mg2+،3-Po4(،شریانی،فشارخونتنظیم
تحریک(اریتروپویتینتولیدبازي،- اسیديتعادلتنظیم

کلسیتریولتولیدهورمونی،عملکرد،)قرمزگلبولساخت
خونفیلتراسیونکلیطوربهو،)Dویتامینفعالفرم(

Hall(است بهقادرکلیوياپیتلیالهايسلول. )2011
شیبمقابلدرها،الکترولیتاززیاديمقادیرحمل

هايپمپازانواعیطریقازکه،باشندمیالکتروشیمیایی
-سدیمپمپهاآنمیاندرو پذیردصورت میخاص
,+Na(پتاسیم K+-ATPase (داردحیاتینقش)Doucet

,+Naآنزیم).1988 K+-ATPaseجاییبهجااصلیعامل
.باشدمیاپیتلیالیبافتخلالدرآبحرکتونمکفعال

Na+, K+-ATPaseپتاسیم-سدیمپمپاساسیآنزیم
خروجمسؤولوگرفتهقرارپلاسماییغشايدرکهاست
استسلولداخلبهپتاسیمورودوسدیمفعال

)Khodabandeh et al. 2005, Khodabandeh and

Golzari 2006(.Na+, K+-ATPaseهیدرولیزکمکبه
یوندووبیرونبهراسدیمیونسه،ATPمولکول
 1ATP(دهدمیانتقالسلولداخلبهراپتاسیم

/3Na/2K()Cieluch et al. 2004  .(آنزیم،واقعدرATP

شیبمقابلدرپتاسیموسدیممتقابلانتقالبرايرا
شیمیاییشیببنابراینکند،میهیدرولیزشیمیاییالکترو

غشايطولدر+Kو+Naبرايمعکوسوقوي
Doucet(شودمیتولیدپلاسمایی بهتوجهبا.)1988

,+Naآنزیمعملکرد K+-ATPaseمختلفهايبخشدر
تکثیر،بقا،درپمپحیاتینقشهمچنین وکلیه

Chen(سرطانیهايسلولمهاجرتوچسبندگی 2014(
پمپبرمؤثرجدیدسرطانضدداروهايو پیشرفت

دارايسرطاندرماندرپمپایننقشپتاسیم،-سدیم
Garcia(استاهمیت حاضرتحقیقروایناز. )2015

محوریتباها موشاینکلیهبافتبررسیمنظوربه
درپتاسیم-سدیمپمپحضورمکانکردنمشخص

مطالعاتچهاگر. گرفتانجامکلیهمختلفهايبخش
استزیادبسیارمدلعنوانبهموشيکلیهساختارروي

موشيکلیهرويساختاريمطالعاتفقداندلیلبهاما
NudeیابیمکانرويخصوصاًوNa+, K+-ATPase،این
.استاهمیتحائزتحقیق

کارروشومواد
هفته  6-5ماده با  Nude BALB/cموش  سر6تعداد 

بیهوش کردن بعد از . از انستیتو پاستور آمل تهیه شدسن 
ها موش ي، کلیهصورت گرفت تشریحها با کلروفرم موش

براي انجام مراحل بعدي که شامل  ،جداسازيپس از 
ساعت  24، به مدت بود شناسی و ایمونوهیستوشیمیبافت

 70اتانول و سپس در الکل شدند در محلول بوئن تثبیت 
.شدند قرار داده درصد

درصد 70يها با استفاده از الکل يگیرمراحل آب
بوتانولالکلو) ساعتدو(درصد 100و) ساعتیک(
)ساعتهدويمرحلهدو(زایلننهایتدرو) ساعتدو(

6مدتبهتعویضبار2ازبعدها نمونه. شدانجام
دمايباآونداخل(مایعپارافیندرساعت8وساعت

˚C60(،پارافینداخلدر)وشدندگیري قالب) آلمانمرك
،)دیدسبزشرکت،DS-8402مدل(میکروتومازاستفادهبا

. یدگردمیکرومتر تهیه 4ضخامتباطولیهايبرش
شستههاي لامرويبرشناسیبافتمطالعاتبرش براي

ساعت24ها لاموشدهدادهقراردرصد 70الکلدرشده
-پارافینازبعد. شدندنگهداريC37˚دمايدرآوندر

محلولازاستفادهباآمیزيرنگ،)زایلنکمکبه(یزدای
باها لام.گرفتصورتائوزین-هماتوکسلین 

دوربینبهمجهز) Japan،Nikon(نوريمیکروسکوپ
Olympus DP72شدندبرداريعکسومطالعه

)Khodabandeh et al. 2009, Khodabandeh et al. 

2005, Martoja and Martoja 1967.(
ازاستفادهباکلیه،درپتاسیم-یمپمپ سد مکانتعیین 

,+Naآنزیمفلوئورسنتيدانسیتهیابی مکان K+-ATPase

 IgGα5)Monoclonalاولباديآنتیازاستفادهبا

Antibody Raised Against the a-subunit of the 
Chicken NKA; Developmental Studies(Hybridoma 
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Bank, the university of lowa, USAدوميبادیآنت و
FITCMouse Anti-fluorescein Antibody (Jackson 

Immuno Research, USA)فلوئورسانسکروسکوپیو م
 Khodabandeh et al. 2009, Taghizadeh(گرفتانجام

et al. 2011.(مراحلایمنوهیستوشیمی،يمطالعهبراي
-بافتمراحلمانندبافتبرشيمرحلهتاشدهانجام

ازبعدکلیويمقاطعحاوييهالام. شدانجامشناسی
 100(اتانولالکلدرگیريآبوزایلندرزداییپارافین
دردقیقه2مدتبه،)درصد 50،درصد 80،درصد
buffered salinephosphateقرص 3(یا1PBSمحلول

250(2PBSدردقیقه10،)مقطرآبلیترمیلی1500در
ماکرولیتر40+ سدیمکلریدگرم1PBS+18/2لیترمیلی
20Tween(،203دردقیقهPBS)2002لیترمیلیPBS+10

هالامسپس. شدنددادهقرار)Regilerخشکشیرگرم
 ,nM 10(سیترات بافرژن با استفاده ازجهت بازیابی آنتی

pH=6 ( 5یو در حداکثر قدرت به مدت وکرواآون مدر 
بعد از .دقیقه قرار داده شدند و این کار سه بار تکرار شد

PBSمحلولدردقیقه2مدتبهها خنک شدن، لام

. شدندنگهداريمرطوبمحیطدروشدنددادهشستشو
لیترمیلی3PBS+8لیترمیلی4PBS)2در 5IgGαباديآنتی
درصد 50+ باديآنتیدرصد50نسبتبه،)مقطرآب

4PBSباديآنتیازقطره3تا2لامهريرو، رقیق شد
5IgGαمیزانبه(شدهرقیقµg/ml 20قرار)لام 10براي

نگهدارياتاقدمايدرساعت5/2مدتبههالام.گرفت
-PBS،2بااضافیي اولبادیآنت يبعد از شستشو. شدند

باديآنتیماکرولیترFITC)15دومباديآنتیازقطره3
مدتبهوشداضافهلامبه هر) 4PBSماکرولیتر985+
ها لامسپس. شدندنگهداريتاریکمحیطدرساعت5/1
) آلمانمرك(چسب انتالان ازاستفادهباوشستشوPBSبا

فلوئورسانسمیکروسکوپتوسطوشدندمونتاژ
olympus)Sigma, ref. 7534 ( 450-490فیلترهاي با 

 Olympus DP72دوربین ها با نانومتر مشاهده و از آن
 ,Cieluch et al. 2004(برداري انجام گرفت عکس

Khodabandeh et al. 2009(.

نتایج
ايقهوهاز نظر ظاهري داراي رنگ Nudeموش يکلیه

نازكهمبندبافتازپوششیباواستقرمزبهمایل
هامهرهستونزیرشکمیيحفرهدرواستشدهپوشیده

).1شکل (قرار دارد)کمري24يتا مهره 22يمهرهاز(

نمايازنودموشهايکلیهظاهريشکلوموقعیت: 1شکل 
شکمی

از  nudeموش  يشناسی نشان داد که کلیهبررسی بافت    
دو بخش کورتکس خارجی و مدولاي داخلی تشکیل 

جسمک کورتکس خارجی کلیه، متشکل از  .شده است
 يلوله(ها لولهو ) شامل کپسول بومن و گلومرول(کلیه 

 يو مدولاي داخلی متشکل از لوله) دور ينزدیک و لوله
ساختار ). 3و2هاي شکل(کننده بود هنله و مجاري جمع

هاي رگ يهاي اندوتلیال، دیوارهشامل سلولگلومرول که 
هاي پودوسایت است به خونی و سلولهاي خونی، سلول
-با سلول نزدیک يلوله).2-1شکل(شدند خوبی دیده 

هاي نسبتاً کروي و مرکزي و نوار هاي مکعبی داراي هسته
 يلولهدر.)2- 2شکل(بودمسواکی رأسی قابل تشخیص 

بااست، اپیتلیالقشري کلیهبخشازلولهدور که دومین
شکل بهسلولیيو دیوارهشدهآسترمکعبیهايسلول

و دارايگرد،بزرگهاسلول .بودمنظمی قرار گرفته 
هاي گرد و و هسته بودندبازوفیلیک سیتوپلاسم

 brush(نوار مسواکی رأسی و فاقد شتندیوکروماتیک دا

border(بودند)شکلa3-2( . بخشی از که دنسا ماکولا
دور است در نزدیکی گلومرول و شبکه عروقی  يلوله
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هاي کشیده و هسته مشخص قابل قرار دارد و با سلول
واضحی شکلبههنله  قوس).b3-2شکل(بودتشخیص 

هايسلولکمپوششاساسبرنفرونهايقسمتبقیهاز
تشخیص ائوزینوفیلیک قابلسیتوپلاسم همگنواپیتلیالی

هاي کننده با سلولجمعهاي و لوله) 2-4شکل(بود 
علاوه مواد  به). 2- 5شکل(یکسان ستونی دیده شدند 

ترشحی دفعی در بخش جامی شکل کپسول بومن و 
). 2-5و 2-1شکل(کننده قابل مشاهده بود مجاري جمع

 يکمی به وسیلهبررسی ایمونوهیستوشیمی به صورت نیمه
,+Naکهنشان دادImage jافزار نرم K+-ATPase  در هر

دو بخش کورتکس و مدولا حضور داشته و میزان حضور 
ها فاقد گلومرول. آن در نواحی مختلف کلیه متفاوت بود

نزدیک  يلولههاي سلول). 3-1شکل(فلورسنت بودند 
).  3-2شکل (فلورسنت قابل توجهی را نشان دادند 

را هنله، فلورسنت ضعیفیقوس نزولی ضخیم  يقطعه
 يایمونوفلورسانس قوي در قطعه). 3-3شکل(نشان داد 

در ) 3-4شکل(هنله مشاهده شد  قوس ضخیم صعودي
و )3-5شکل(نیز ایمونوفلورسانس قوي بود دور  يلوله

-6شکل (بود  کننده میزان فلورسنت کمدر مجاري جمع
کمی میزان فلورسنت گیري نیمهبا اندازه نهایتدر.  )3

ترین میزان فلوئورسنت و به بیشimage jافزار توسط نرم
,+Naعبارتی حضور  K+-ATPase توبول ، به ترتیب در

ضخیم صعودي لوپ هنله، توبول  يپروگزیمال، قطعه
.کننده دیده شددیستال و مجاري جمع

.)ائوزین -آمیزي با هماتوکسیلینرنگ(BALB/cشناسی کلاسیک کورتکس و مدولاي کلیه در موش نود بافت: 2شکل 
هاي پودوسایت و هاي خونی، سلولهاي خونی، سلولي رگهاي اندوتلیال دیوارهکه سلولnudeساختار گلومرول در موش : 1-2

. شوندمواد ترشحی دفعی در بخش جامی شکل کپسول بومن به خوبی دیده می
. هاي نسبتاً کروي، نوار مسواکی رأسی قابل تشخیص استعبی، هستهمکهاي توبول پروگزیمال با سلول: 2-2
.انداي قابل تشخیصاستوانههاي توبول دیستال با سلول:3-2
. تشخیص استهاي اپیتلیالی قابللوپ هنله با پوشش کمی از سلول: 4-2
. استتشخیصقابلترشحیموادوستونییکسانهايسلولباکنندهجمعهايلوله:5-2

G: Glomerulus؛ BC: Blood Cell؛ E: Endothelial of vessel؛ PC: Podocyte؛ EM: Excretory Materials؛ PT: Proximal 

Convoluted Tubule؛ DT: Distal Convoluted Tubule؛ LH: Loop of Henle؛ CD: Collecting Ducts.
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BALB/cي موش نود در کلیه )پتاسیم-مکان حضور پمپ سدیم(Na+, K+-ATPaseهاي غنی از آنزیم یابی سلولمکان: 3شکل 

40Xبزرگنمایی  )اي رنگیفیلترهاي شیشه(نانومتر  450-490فیلترهاي -)IIS(به روش ایمونوهیستوشیمی(

1-3 ::(a) نماي کلی از کلیه،(b) : ها تاریک و فاقد فلورسنت هستند گلومرول)G(هاي خونی ، سلول)BC.(
. قابل توجهی را نشان دادندهاي توبول پروگزیمال فلورسنت سلول: 2-3
. شودي نازك، فلورسنت ضعیفی مشاهده میي ضخیم نزولی لوپ هنله با دیوارهدر قطعه  :3-3
. شودي ضخیم صعودي لوپ هنله ایمونوفلوئورسانس قوي مشاهده میدر قطعه : 4-3
. دهندهاي توبول دیستال ایمونوفلورسانس قوي نشان مییتوپلاسم سلولکل س : 5-3
. شودي ایمونوفلوئورسانس ضعیفی مشاهده میهاي جمع کنندهجانبی لوله -ايبخش قاعدهدر : 6-3

G: Glomerulus؛ PT: Proximal Convoluted Tubule؛ DT: Distal Convoluted Tubule؛ CD: Collecting Ducts؛ Blood Cell؛
DL: Thick Piece of Descending Loop؛ AL: Thick Piece of Ascending Loop.

بحث
داده کهموش نود نشانيهاي کلیهبررسی سري برش

راحتی ه ب داخلیمدولاي وخارجیکورتکسدو بخش
داراي عروق خارجیکورتکس .قابل تشخیص هستند

و عروقمدولاي داخلی ضخامتبخشبوده وزیادي 
ازمدولادو بخش کورتکس وهراما .تري داشتکم

کورتکس. اندشدهساختهمختلفايلولهساختارهاي
و نزدیک يلوله،)renal corpuscle(کلیه جسمک:شامل
وگلومرولمتشکل ازکلیهجسمک. باشدمیدوريلوله

هايمویرگدستهیکازگلومرول،.استبومنکپسول
نزدیکيلوله.استتشکیل شده بومنکپسولدرویژه
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باائوزینوفیلیکمکعبیهايسلولازلایهیکداراي
دوريلوله.استbrush borderوداردانهسیتوپلاسم

بزرگوگردهايهستهاي،استوانههايسلولداراي
رنگکمسیتوپلاسمورأسیمسواکینواربدوناي،قاعده
. نیز قابل مشاهده است دور ماکولا دنسا يدر لوله.  هستند

کمی ازقوس هنله با پوششدر ضمن مشاهده شده که 
هاي هاي جمع کننده با سلولاپیتلیالی و لولههايسلول

نزولیضخیميقطعه. یکسان ستونی قابل تشخیص است
کورتکسدرنزدیکيلولهمانندمدولادرهنلهيلوله

بهمدولاازصعوديضخیميقطعهکهحالیدراست،
 قبلاًکهطورهمان.شباهت داردکورتکسدوريلوله

موش  ياشاره شد تحقیقات متعددي روي ساختار کلیه
انجام گرفته است ولی در تحقیق حاضر هدف بررسی 

در تحقیقات پیشین . ساختار کلیه در موش نود بوده است
موش شامل کورتکس و مدولا  يشده که کلیه نیز اشاره

-لولهاز گلومرول، کپسول بومن،  متشکل بوده و هر نفرون

-Alطبق تحقیق. باشدمی هاي دورلولهو هاي نزدیک 

Samawy ول ؤمسدور و  هاي نزدیکلوله،2012در سال
هستند و گلومرولیفیلترايدرصد70-80جذبباز

هايقطعهکننده،آوريجمعهايلولهشاملمدولابخش
.)Al-Samawy 2012(است هنلهيلولهازضخیمونازك

پیچاپیچبخشدوبهنزدیکيلولهمطالعات نشان داده که 
لولهاین .)Bachmann1988(شده استتقسیممستقیمو

.)Al-Samawy 2012(استدور يلوله ازترتنگبسیار
 يلوله،کهدریافت 2012در سال Al-Samawyهمچنین 

تعدادبهواستترکوتاهنزدیک يلولهازحدوديتادور
 Al-Samawy(دارد قرارقشرييناحیهدرتريکم

به طور کلی بررسی نتایج پیشین و نتایج تحقیق ).2012
 يحاضر نشان داد که موش نود ساختار عمومی کلیه

مشهودي در ساختاري پستانداران را داشته، لذا تغییرات 
. آیداثر حذف سیستم ایمنی در این موجود به وجود نمی

بررسی تصاویر ایمونوهیستوشیمی نشان داد که گلومرول 
عدم حضور قابل (و کپسول بومن بدون فلوئورسنت 

باشد که با توجه به می) پتاسیم -پمپ سدیم يملاحظه

ها در فیلتراسیون و عدم دخالت در جذب نقش آن
تحقیقی به رسدها منطقی به نظر میو یونها نوترینت

تحقیقات پیشین یافت روش استفاده شده در این مقاله بین 
زیرسهدرآنزیمنسبینشد، اما طبق تحقیقات محتواي

ترین میزان دربیش:شده استمشخصآناتومیکبخش
کمیمیزانکورتکس ودرمتوسطیمیزانبیرونی،مدولاي

در .  )Katz 1986(دارد قرارداخلیپاپیلاي-مدولادر
نزدیک  يلوله تحقیق حاضر وجود فلورسنت قوي در

,+Naگر وجود آنزیم بیان K+-ATPase  در این بخش
و همکاران  Bachmannبر اساس نتایج تحقیقات . است

هایی مولکول، 1998در سالVerlanderو 1988در سال 
دیگروهاالکترولیتآب،کوچک مانند گلوکز، آمینواسید،

،لولهدر این زیاديمیزانانتقال ویژه به يبه وسیلهاملاح
Bachmann(شوندمیجذببازNa+,K+-ATPaseتوسط

1988, Verlander 1998(.در ضمن فلورسنت زیادي در 
هاي پیشین هنله مشاهده شد که این مطابق با یافته قوس

در) غیرفعالو(فعالانتقالیفرآیندهاياست که سهم
 صعوديونزولیيقطعهدرترتیببهمحلولغلظت
Ernst and Schreiber(هنله قطعی است قوس  و  )1981

,+Naوجود کمیکالسیتومطالعات K+-ATPaseدررا
داده است نشانهنلهقوس بخش نازك نزولی 

)Verlander 1998(  .خلاف تحقیق حاضر، ربKatz  در
بخشدرآنزیمتربیشکرد  که  فعالیت اظهار 1986سال 

که این استواقعیتاینيدهندهنشانخارجیمدولاي
هنلهازصعودي مدولاییضخیميحاوي قطعهبخش
,+Naاز غلظتقطعات داراي بالاترینبیندرکهاست،

K+-ATPase است کل نفروندر)Katz 1986(. در
قوس دیده شد که همانند  دور يلولهیابی آنزیم، در مکان

هاي یافتههنله داراي فلورسنت نسبتاً زیادي است که طبق
Verlander  قطعهماننددور يلولهچهاگر 1998در سال-

يوسیلهبهسدیمفعالانتقالدرهنلهصعوديضخیمي
Na+, K+-ATPaseنسبتواستدرگیرجانبی  -ايقاعده

-عملکردي فعالیت کملحاظازاست،نفوذناپذیرآببه

 Verlander(صعودي هنله دارد ضخیميقطعهتري از
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,+Naدر نهایت وجود .  )1998 K+-ATPase  در مجاري
ها که منطبق با نتایج سایر پژوهش ،جمع کننده مشاهده شد

مجاري جانبی  -ايقاعدهيمبنی بر وجود آنزیم در غشا
جمع کننده به عنوان قسمت انتهایی نفرون است 

)Verlander 1998(  . در نهایت بررسی تحقیقات متعدد
,+Naروي فعالیت آنزیم  K+-ATPase هاي در بخش

طولدرگر آن است که وجود آنزیممختلف کلیه بیان
-بخشدرنسبی آنزیمفعالیتنفرون، که شامل حضور و

یاواستفادهموردروشازنظراست، صرفمختلفهاي
-اندازه.)Katz 1986(است مشابهمطالعه،موردهايگونه

گیري میزان فلورسنت در تحقیق حاضر توسط روش 
ترین میزان ، بیشimage jافزار کمی با استفاده از نرمنیمه

را در  Na+, K+-ATPaseعبارتی حضور فلوئورسنت یا به 
در مجاري  فلوئورسنت راترین میزان نزدیک و کم يلوله

-یونجذبدرهاآنمهمنقشبهجمع کننده نشان داد که

فعالیت و ترینبر اساس تحقیقات بیش. اشاره داردها

حضور در قطعاتی که مقدار زیادي سدیم را برخلاف 
شود که معمولاً کنند مشاهده میشیب غلظت بازجذب می

فعالیت .است دور يلولهوصعوديضخیم يقطعهشامل
متوسط در جایی است که سدیم از یک مایع 

ونزدیک يلوله یعنی ،شودایزواسموتیک بازجذب می
,+Naحضور و فعالیت کم  K+-ATPase جمعهايلولهدر

 pars rectaو)شودکه بازجذب سدیم تنظیم می(کننده 
قابلهنلهقوسازباریک يقطعهدرسختیو بهبوده

حاضري مطالعهاز.  )Doucet 1988(است تشخیص
-موش نود از نظر بافت يکلیهکهشودمیگیرينتیجه

همچنین  انسان دارد و يشناسی ساختاري مشابه با کلیه
نسبیفعالیتحضور و، بررسیشباهتاین با توجه به 
هايبخشدرتغییرات آنو همچنین  پتاسیم -پمپ سدیم

تواند در تحقیقات متعدد شاخص مناسبی میمختلف کلیه 
.براي عملکرد کلیه باشد

تشکر و قدردانی
کش این پژوهشکده وزحمتپرسنلياز این رو از کلیه. کشور انجام شدشمالپاستوراین پژوهش با همکاري انستیتو

.حیاتی کمال تشکر را داریمو خانمسیدمصطفی حسینیآقاي مهندس
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Abstract
The kidney of the mouse is model for the study of the structure and physiology of nephron 

in mammals, including humans. The laboratories animals, Nude mouse is used frequently as a 
model in the study of cancer. Due the importance of the relationship between sodium-
potassium pump and cancer, the nephron structure and Immunolocalization of Na+, K+-
ATPase in different parts of the kidney were examined in Nude mouse. Six Nude mouse from 
Pasteur Institute (Amol Branch) were prepared and their kidneys were isolated, then based on 
the usual histological method, dehydrating and embedding in paraffin were carried out. A 
number of tissue sections stained by using hematoxylin and eosin, and localization of Na+, 
K+-ATPase was performed using immunohistochemistry method. Histological observation 
showed that the kidney of the Nude mice composed of two parts: cortex and medulla, cortex 
is the analogue of the human kidney cortex and medulla is the analogue of the human kidney 
medulla. Immunohistochemistry photographs showed that the presence of Na+, K+-ATPas, as 
an indicator of presence of sodium-potassium pump, is different in segments of kidney. The 
results of this study suggests that Na+, K+-ATPase intensity in different segments of kidney 
shows the different function of ions absorption in these segments. Also immunohistochemical 
method is useful for the changes of Na+, K+-ATPase presence, due to using of drugs and their 
side effects on the kidney function.
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