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  ماهی شانک عربی س کلیهأهای طحال و رسلولدر کشت اولیه  اهنفعالیت کمپلما

(Acanthopagrus arabicus)  در مواجهه با دگزامتازون 
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 چکیده

های  های آبی از طریق فاضلاب در سراسر جهان، نگرانیا به اکوسیستمهآن  های نوظهوری هستند که به دلیل تخلیهداروها آلاینده
به را  کردهزیادی  جلب  اینخود  با  آلاینده اند.  این  اثرات  مورد  در  محدودی  مطالعات  دارد.  حال،  وجود  آبزی  حیوانات  بر  ها 

کننده سیستم ایمنی است. مطالعه حاضر به بررسی  رات ضد التهابی و سرکوب ثدگزامتازون یک گلوکوکورتیکوئید مصنوعی قوی با ا
در    (Acanthopagrus arabicus)  س کلیه و طحال ماهی شانک عربیأ های رکمپلمان سلول  ءدگزامتازون بر فعالیت اجزا   تأثیر

این منظور، سلول ر های  شرایط آزمایشگاهی پرداخت. برای  و  در أ طحال  شده  کلیه کشت  با    س  مختلف  غلظت مواجهه  های 
،  3،  3×    10  های طحال و غلظت لیتر برای  میلی   بر میکروگرم    3× 10-3  و   3× 10-۲،  3× 10-1،  3  های آزمایشی غلظت ) دگزامتازون  

ساعت، اثرات سمی دگزامتازون بر    ۴8و    ۲۴ ،1۲قرار گرفتند. پس از    (س کلیهأ لیتر برای رمیلیبر  میکروگرم    3×10-۲  و  3×10-1
س کلیه کشت شده به دگزامتازون به طور  أ های طحال و رسیستم کمپلمان بررسی شد. نتایج نشان داد که حساسیت سلول  ءاجزا

که تغییر های کشت شده را کاهش داد درحالیسلول  C3داری محتوای  یابد. دگزامتازون به طور معنیوابسته به دوز افزایش می
س کلیه بیش از أ های ر ثیر دگزامتازون بر سلول أ ت  همچنینهای کشت شده ایجاد نکرد.  سلول  ACH50و    C4توجهی در محتوای  قابل

  C3کننده آن بر سطح جزء  کننده سیستم ایمنی دگزامتازون عمدتاً به دلیل اثرات سرکوبطحال بود. بر اساس نتایج، جنبه سرکوب 
 آبزیان بیشتری از جمله ماهیان مدل نیز انجام شود.   برشود در آینده، تأثیرات آلاینده دارویی دگزامتازون  توصیه می  .ستهاکمپلمان

 

 Acanthopagrus arabicusهای دارویی، ، آلایندهسیستم کمپلمان دگزامتازون، کلیدی: لغات
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 مقدمه 

داروها گروه بزرگی از مواد شیمیایی هستند که به دلیل به  
تر برای بشریت تجویز تر و طولانیارمغان آوردن زندگی سالم

داروها در  درصد    10، تنها حدود  هاشوند. طبق گزارشمی
مصرف   دفع  شده، بدن  طریق   شده  مابقی  از  اغلب  و 

ویژه بیمارستانی وارد  های صنعتی، خانگی، شهری بهفاضلاب
گرم  شوند. غلظت آنها در سطح نانوگرم و میلیاکوسیستم می

های آبی تأیید شده است. حضور مواد دارویی در در محیط
های آبی، به دلیل عدم تجزیه و تخریب آسان، زمان محیط

ها در  طولانی و تغییرات ژنتیکی بر میکروارگانیسم  گاریماند 
رای سلامت انسان و سایر  های آبی، تهدید بالقوه ب اکوسیستم 

های زیست تواند منجر به اثرات و پاسخجانداران است و می
پیش غیرقابل  یا  محیطی  معرفی  به  توجه  با  شود.  بینی 

ها، دانش کاملی در مورد  تشخیص نسبتأ جدید این آلودگی
آلودگی و این  زیست  محیط  در  آنها  اثرات  و  رفتار  ها، 

  ، ذکر است  شایانوجود ندارد.    آنها   های کارآمد حذفروش
تواند منجر حضور مواد دارویی در کنار هم در اکوسیستم می

به تشکیل پیوندها و مواد شیمیایی جدید شود که حتی از 
خطرناک بسیار  خود  اولیه  سمیشکل  و  هستند تر  تر 

(Anumol et al., 2013)  .  ترکیب  150تا به امروز بیش از
بی شناسایی شده است و این  در اکوسیستم آ فعال دارویی

است.  گسترش  حال  در  همچنان   فهرست 
التهابی   ضد  )داروهای  مصنوعی  کورتیکواستروئیدهای 

گسترده  ،استروئیدی( طور  دامپزشکی  به  و  پزشکی  در  ای 
این داروها به دلیل مصرف زیاد و حذف   شوند.استفاده می

ترین طی فرآیندهای تصفیه فاضلاب، یکی از رایج  اه ناقص آن
ها و آبهای سطحی در  شده در تصفیه خانهشناختهداروهای 

( هستند  جهان   (.Bjelakovic et al., 2007سراسر 

کننده سرکوب  رده  در  سیستم کورتیکواستروئیدها  های 
می بندی  طبقه  سلول  شوند.ایمنی  بر  ترکیبات  های  این 

بلاستتیموسیت )نابالغ    Tت  لنفوسی  و  لوسمی  ها  های 
 Coutinho andگذارند )تأثیر منفی می  (،ک حادلنفوبلاستی

Chapman, 2011)  . 
دگزامتازون یک گلوکوکورتیکوئید مصنوعی قوی با اثرات ضد 

کننده سیستم ایمنی است که برای درمان التهابی و سرکوب
بیماری  از  کووید بسیاری  آسم،  آلرژی،  جمله  از  ،  19-ها 

شود  های پوستی استفاده میمشکلات روماتیسمی و بیماری
(Sanders et al., 2020  .)  روزافزون افزایش  امروزه 

بیمارستان مانند  منابعی  از  نگرانیدگزامتازون  از  های  ها 
است.   اینجهانی  از  بالایی  مشتقات    سطوح  از  که  دارو 

است  استکورتیزون   شده  شناسایی  فاضلاب  پساب  در   ،
(Herrero et al., 2013.)   آب که  است  شده  گزارش 

جمع  کارخانه  رودخانه  یک  دست  پایین  در  شده  آوری 
( دگزامتازون  بالایی  مقادیر  حاوی  فرانسوی    10داروسازی 

)میلی است  بوده  لیتر(  در  با   (.Brank et al., 1998گرم 
حال، تحقیقات محدودی در مورد اثرات نامطلوب بالقوه  این

آبزی   آلاینده  یک  عنوان  به  آبزی   بردگزامتازون  حیوانات 
ارد. پیامدهای سمی و مضر متفاوتی از دگزامتازون در  وجود د

مورفولوژیک و حتی مولکولی در ماهیان    ،کیسطوح فیزیولوژ
ماهیانی که بیش   (.Chen et al., 2016)گزارش شده است  

داشتند  35از   قرار  دگزامتازون  معرض  در  مصرف    ،روز  با 
 Jerez-Cepa et)شود  کمتر می  آنها  نرخ رشد  ،انرژی بیشتر

al., 2019.)    ماهیان دارند    برکورتیکوئیدها اثرات متفاوتی
ترین آنها دگزامتازون است. اگرچه دگزامتازون با  که سمی

اکوسیستم  به  پایین  میغلظت  رها  می  ، شودها  تواند  اما 
 ,.Guiloski et al)ها را تحت تأثیر قرار دهد  جمعیت ماهی

  ، مثل اختلال در تولید    ،کاهش در سطح تستوسترون (.2015
رشد جنین و تغییر شکل ماهی از عوارض وجود دگزامتازون  

 (. Milla et al., 2009)است 
مهم سیستم ایمنی   ءسیستم کملپمان به عنوان یکی از اجزا

مهره در  جمله  ذاتی  از  اکتوترمیک  که  ماهیداران  هاست 
 کمتر کار شده است. ارزیابی فعالیت کمپلمان سرم به   تاکنون

سلامتی  وضعیت  تشخیص  برای  ارزش  با  ابزار  یک  عنوان 
میها  ماهی ایمنی  شودمحسوب  پاسخ  در  کمپلمان   .

میغیر ترکیب  یک  به  مستقیمی اختصاصی  مؤثر  اثر  تواند 
به  پاتوژن  کشتن  باشد  مانند  داشته  آن   کردن  لایز  وسیله 

(Ellis, 1999)پروتئینی موجود    ء. سیستم کمپلمان از اجزا
در سرم تشکیل شده است. فعالیت همولیتیک کمپلمان سرم 
گرفته   نظر  در  فرعی  مسیر  طریق  از  عملکردی  عنوان  به 

تفاوتمی برخی  وجود  که  است  شده  ثابت  و  بین  شود  ها 
دهنده اهمیت بیشتر پستانداران و ماهیان استخوانی، نشان

در  استخوانی  ماهیان  ذاتی  ایمنی  پاسخ  در  فرعی  مسیر 
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ها  . کمپلمان (Whyte, 2007)مقایسه با پستانداران است  
باکتری دیواره سلولی  رفتن  بین  از  در    شوند میها  باعث  و 

گلبول فاگوسیتوز  فعالیت  خونی  تحریک  مؤثرند  نیز  های 
(Holland and Lambris, 2002)  .سیستم   کهجاییآن  از  

 زابیماری  عوامل  برابر  در  دفاعی  سیستم  اولین  ماهیان  ایمنی
 استرس  به  آن  سریع، لذا پاسخ  است  محیطی   هایآلاینده  و

  محیط  در  موجود  سمی  مواد  یا  زاعفونت  هایپاتوژن  از  ناشی
توان از طریق تغییر در فعالیت یا سطح  غذایی را می  مواد  و

ایمنی که ممکن است به عنوان شاخص و    های شاخصبرخی  
شوند،  های محیطی شناخته میهشداردهنده استرس  نشانگر

 . (Ahmadi et al., 2014)مورد بررسی قرار داد 
  دارد   ذاتی  ایمنی  سیستم  در  حیاتی   نقش  کمپلمانی  سیستم

نیز   Bهای  سلول  ترغیب  با  و اکتسابی  ایمنی  بر  به تکثیر، 
. (Lovoll et al., 2007; Li et al., 2013)  گذاردتأثیر می
  ماهیان  در   ذاتی  ایمنی  سیستم  جزء  اولین  کمپلمانی  سیستم

ها از  یابد. فعال شدن پی در پی کمپلمانتکامل می  که  است
دهد که  پوشانی دارند، رخ میحدی با هم هم  سه مسیر که تا 

های کلیدی  پروتئین  C4و    C3  هایشاخص در هر سه مسیر  
های جدید سلولی و مولکولی نشان  شوند. یافتهمحسوب می

های مختلفی سنتز های کمپلمانی در محلداد که پروتئین
  سیستم  در  عمده  هایپروتئین  از  یکی  C3  شاخصشوند.  می

 برای   آغازگر  عنوان  به  معمولاً  و  است  ماهی  در  کمپلمان
و فعال شدن آن منجر به   رودشمار میکلاسیک به  مسیرهای

می کننده  نفوذ  کمپلکس  یک  است  تشکیل  قادر  که  شود 
زا را لیز نماید و از طریق ایجاد سلولی عوامل بیماری  ءغشا

آنافیلاتوکسین تولید  و  بیماری  ، التهاب  حذف  عوامل  را  زا 
گلیکوپروتئین   C4.  (Pushpa et al., 2014)  نماید  یک 

شود و  ها ساخته میو مونوسیت   ماکروفاژها  وسیلهبهاست که  
ماهی تحمل  و  ایمنی  در  کلیدی  از  نقش  پس  و  دارد  ها 

عوامل پروتئینی مؤثر    سایرزا با  شناسایی برخی عوامل عفونت
ایمنی سیستم  میبرهم  ،در  نشان  عوامل  کنش  تا  دهد 

 . (Lovoll et al., 2007)زا را از میان ببرند عفونت

این   آلایندهزمینهدر  بر  تحقیقات  تازگی  به  توجه  با  های  ، 
به بررسی دارویی  مطالعه  این  هدف  فارس،  خلیج  در  ویژه 

اثرات نامطلوب دگزامتازون بر سیستم ایمنی ماهی شانک  
فارس خلیج  در (Acanthopagrus arabicus)  عربی   ،

بود. آزمایشگاهی  آب  شرایط  به تمی  آلودگی  منجر  واند 
که   شود  مثلی  تولید  مشکلات  و  ایمنی  سیستم  سرکوب 

منقرض می را  قطع   کند آبزیان  بوم  اً و  بر  تحقیقات  شناسی 
اهمیت    ، ماهیان تجاری که مصرف خوراکی برای انسان دارند

شهری، صنعتی و  هایآلایندهورود  همچنین سزایی دارد. به
اکوسیستم  کشاورزی آبی به  خطرات   های  مدت،  دراز  در 

ماهی    .دنبال خواهد داشتای را برای سلامتی انسان بهبالقوه
ماهیان  و بازارپسندترین  کی از پرطرفدارترین  شانک عربی ی

اهمیت  دلیل  به  و  است  فارس  خلیج  حاشیه  کشورهای 
به   این ماهی د.  شومی  پرورش دادهاقتصادی در جنوب ایران  

 . اپمی انتخاب شدردلیل اهمیت تجاری آن در منطقه 
 

 مواد و روش کار 

 برداری از ماهیاننمونه
با میانگین وزنی  (  A. arabicus)  ماهی شانک عربی  پانزده 
از خور بحرکان سانتی  20  گرم و میانگین طولی  200 متر 

و به طور  شده  آوری  جمع   )شمال غربی خلیج فارس، ایران(
در    ،زنده به آزمایشگاه منتقل شدند. ماهیان در آزمایشگاه

، هوادهی  شده  لیتری حاوی آب دریای استریل  100مخازن  
بنفش   ماوراء  اشعه  با  فیلتر شده  با  شده،  در    100و  واحد 

و  میلی سیلین  پنی  میلی  100لیتر  بر  لیتر  میکروگرم 
)دمای  مدت یک هفته نگهداری شدند  به    استرپتومایسین

ماهیان دو بار در   (.pH:  5/7گراد و  درجه سانتی  28  8/0±
یه  تغذ شدند.می  تغذیه  Tetra Pro  روز با غذای ماهی تجاری

پس از    د.ساعت قبل از نمونه برداری متوقف ش  24ماهیان  
فنوکسی اتانول    -2ها با استفاده از  هفت روز سازگاری، ماهی

بیهوش  میلی  35/0) لیتر(  شده و تمام سطح بدن  لیتر در 
 ,.Serezli et al)  شدندضدعفونی    %70الکل اتانول    وسیلهبه

و    شده  تشریح  ،ها در شرایط آسپتیکسپس ماهی.  (2012
ر و  )أطحال  آنها جدا شد  کلیه  (.  Wen et al., 2008س 

کشت    لیتر محیطمیلی  100های جدا شده سه بار با  بافت
Leibovitz's L-15 (L-15گیبکو، ایالات متحده آمریکا ،  )

لیتر  المللی بر میلیواحد بین  400آنتی بیوتیک شامل    حاوی
لیتر استرپتومایسین و میکروگرم بر میلی 400پنی سیلین، 

 شسته شدند. Bن یتر آمفوتریسیلمیکروگرم در میلی 200
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 طحال   هایکشت سلول
روش   مطابق  طحال  سلول  همکاران    Huangکشت  و 

بافت2009) شستشو،  از  پس  شد.  انجام  با  (  طحال  های 
بیوتیک استفاده از اسکالپل در محیط کشت تازه حاوی آنتی

لیتر محلول تریپسین میلی  2خرد شده و سپس با استفاده  
مدت    25/0 به  آمریکا(  متحده  ایالات  )گیبکو،    30درصد 

غربال    نرم شده از  های بافت دقیقه در دمای اتاق هضم شدند.
نایلونی   )  100سلولی  داده  (Corning®میکرومتری  عبور 

 های بزرگ هضم نشده و مایع رویی فیلتر شود.شدند تا بافت

بار در محیط تازه به حالت تعلیق درآمد و به    سپس، فیلتر دو
سپس، محیط   سانتریفیوژ شد.  g160دقیقه با دور    10مدت  

کشت   )محیط  تازه  سرم    20حاوی    ( L-15کشت  درصد 
( گاوی  بین  FBS  ،)400آلبومین  در  واحد  المللی 

سیلین،  میلی پنی  میلی  400لیتر  در  لیتر  میکروگرم 
لیتر آمفوتریسین  میکروگرم بر میلی 200استرپتومایسین و 

B  ،5  ر  مولامیلیNaHCo3    وITS  (  ،ترانسفرین، انسولین
  ء ت سلولی افزوده شد. میزان بقایدرصد به پل  5/0سلنیوم(  

این آزمون  ها با استفاده از آزمون تریپان بلو تعیین شد.سلول 
برای    (Sigma-Aldrichبر اساس توانایی رنگ تریپان بلو ) 

ها به  های مرده و تغییر رنگ این سلول سلول  ءعبور از غشا
درصد    1/0میکرولیتر محلول رنگی تریپان بلو ) 10آبی است.  

در   بلو  از   10به  ر(  مولا   PBS  15/0تریپان  میکرولیتر 
های رنگ  سپس تعداد سلول سوسپانسیون سلولی اضافه شد.

سلول و  )مرده(  )سلولشده  نشده  رنگ  زنده(  های  های 
سلولی با استفاده از فرمول    ءسپس میزان بقا شمارش شد.

 (: Kemnitzer et al., 2007محاسبه شد ) ذیل
 

100های شمارش شده × های مرده / تعداد کل سلولتعداد سلول =  درصد بقای سلولی  
 

از  سلول  بیش  ماندن  زنده  قابلیت  با  به    90های  درصد 
  1×610سانتی متر مربع با تراکم    25های کشت بافت  فلاسک

درجه   28ها در دمای  سلول  لیتر منتقل شدند.سلول در میلی
مدت  سانتی به  شدند.  14گراد  انکوبه  حذف   روز  آزمایش 

ها در طول آزمایش  تریپان بلو برای تعیین زنده ماندن سلول 
 انجام شد. 

 
 س کلیه أهای رکشت سلول

و همکاران   Ribera  کلیه مطابق روشس  أرهای  کشت سلول 
س کلیه در  رأپس از شستشو، بافت  ( صورت گرفت.2020)

کش آنتی  L-15ت  محیط  واحد   500) بیوتیکحاوی 
میلیبین در  پنیالمللی  در    500سیلین،  لیتر  میکروگرم 

استرپتومایسین،  میلی میلی  5/12لیتر  بر  لیتر  میکروگرم 
به    ،لیتر جنتامایسین(میکروگرم بر میلی  250فانجیزون و  

 سأساعت در دمای اتاق انکوبه شد. سپس بافت ر  2مدت  
درصد   25/0لیتر تریپسین  میلی  1کلیه خرد و با استفاده از  

مدت   شد.   5به  هضم  اتاق  دمای  در  آن  دقیقه  از   پس 
نایلونی  بافت سلولی  غربال  از  شده  هضم    200های 

( داده شدند.  Corning®میکرومتری  عبور  سوسپانسیون  ( 
پرکل   محلول  با  دور  سلولی سپس    30به مدت    g800با 

های قرمز کاهش یابد  دقیقه سانتریفیوژ شد تا تعداد گلبول 

)سانتریفوژ در دور بالا همراه با محلول پرکل منجر به حذف  
پس از شستشو با محیط کشت  شود(.های قرمز میگلبول

  g300دقیقه با دور    5تازه، سوسپانسیون سلولی به مدت  
لیتر  میلی  5سانتریفیوژ شد. پس از خارج کردن مایع رویی،  

)حاوی    L-15ت  محیط کش آلبومین   20تازه  درصد سرم 
( گاوی  بین  FBS  ،)400سرم  میلیواحد  در  لیتر المللی 

لیتر استرپتومایسین و میکروگرم در میلی  400سیلین،  پنی
ر مولامیلی  B  ،5لیتر آمفوتریسین  میکروگرم در میلی  200

NaHCo3  د درص 5/0وITSت سلولی اضافه شد و  یه پل( ب
 سلولی با استفاده از آزمون تریپان بلو تعیین شد.  ءمیزان بقا

زندهسلول  قابلیت  با  از  های  بیش  به   90مانی  درصد 
سلول در    1×610متر مربعی با تراکم  سانتی  25های  فلاسک

درجه   28روز در دمای    14لیتر منتقل شده و به مدت  میلی
شدند.سانتی انکوبه  برای   گراد  بلو  تریپان  حذف  آزمایش 

 تعیین زنده ماندن سلول در طول آزمایش انجام شد. 
 

 دگزامتازون  های آزمایشی  تعیین غلظت
مطابق    MTTش  سمیت سلولی دگزامتازون با استفاده از رو

  MTTت  ( بررسی شد. تس2010و همکاران )  Momeniبا  
رنگ  روش  احیای  یک  بر  آن  اساس  که  است  سنجی 

آنزیم سوکسینات   وسیلهبههای زرد رنگ تترازولیوم  کریستال
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روژناز میتوکندری و تشکیل بلورهای نامحلول فرمازان   دهید
های زنده و  شدت رنگ آبی با تعداد سلول .استآبی رنگ  

( دارد  مستقیم  رابطه  متابولیک   ,.Momeni et alفعال 

لیتر  گرم بر میلیمیلی  5(. برای تهیه محلول ذخیره )2010
ر لیتمیلی  10در    MTTر  گرم پودمیلی  MTT  ،)50محلول  

PBS  15/0  ( 5/0مولار حل شد. برای تهیه محلول کاری 
میلیمیلی بر  محلول  گرم  با  MTTلیتر  ذخیره  محلول   ،)

 مولار ده برابر رقیق شد. PBS 15/0استفاده از 
از فلاسکه طور خلاصه، سلولب ها خارج  های کشت شده 

به میکروپلیت بافت  شده و  تراکم    96های کشت  با  چاهی 
در دمای    ساعت  24سلول در هر چاهک منتقل شدند و    610

انکوبه رطوبت    CO2درصد    5و اتمسفر  گراد  درجه سانتی  28
 ، بر اساس غلظت دگزامتازون در اکوسیستم آبی سپس   شدند.

های  تازه حاوی دگزامتازون در غلظت  L-15ت  محیط کش
  10-3مولار،    3×    10-2مولار،    3×    10-1]شاهد[،    0)  مختلف

مولار،    3×    10-6مولار،    3×    10-5مولار،    3×    10-4مولار،    3×  
مولار معادل    3×    10-9مولار و    3×    10-8مولار،    3×    10-7

510    ×3  ،410    ×3  ،310    ×3  ،210    ×3  ،10    ×3  ،3  ،10-1    ×
به هر  میلیبر  میکروگرم    3×    10-3  و   3×    10-2،  3 لیتر( 

ها  و میکروپلیت  (Brank et al., 1998)د  چاهک اضافه ش
انکوبه    24گراد به مدت  درجه سانتی  28در دمای   ساعت 

غلظت   شدند. محدوده  تعیین مؤتخمین  و  دگزامتازون  ثر 
های موجود و همچنین مقدار بر اساس گزارش   IC50ر  مقادی

 Guiloskiگزارش شده دگزامتازون در اکوسیستم آبی بود )

et al., 2015; Kumar et al., 2016; Ribas et al., 

شسته   PBSا  ها دو بار بسلول ساعت،    24س از  . پ (2016
  به هر چاهک اضافه شد.   MTTل  میکرولیتر محلو  20شده و  
درجه   28ساعت در دمای    4به مدت  ا  همیکروپلیتسپس  
میکرولیتر دی متیل    25  از آن   پس گراد انکوبه شدند.سانتی

ها با  به هر چاهک اضافه شد و پلیت  (DMSOسولفوکسید )
دقیقه شیک شدند. در نهایت، جذب    15به مدت    g450دور  

 نانومتر قرائت شد. 570نوری در طول موج 
 

 ارزیابی اثرات سمی دگزامتازون  
های  کلیه کشت شده به میکروپلیت  سأهای طحال و رسلول 

در    L-15کشت  ط  لیتر محیسلول/ میلی  510چاهکی )  24

گراد به  درجه سانتی  28و در دمای  شده  اهک( منتقل  هر چ
سلولی با استفاده از    ءمیزان بقا ساعت انکوبه شدند.  24مدت  

میکرولیتر محیط    200سپس   آزمون تریپان بلو ارزیابی شد.
غلظت  L-15ت  کش حاوی  مختلف تازه  آزمایشی  های 

ها سپس  و میکروپلیت  هدگزامتازون به هر چاهک اضافه شد
انکوبه    48گراد به مدت  درجه سانتی  28در دمای   ساعت 

تکرار بود. نمونه برداری از تیمارها  سه  هر تیمار دارای   شدند.
های  نمونه  .شد   آزمایش انجام  48و    24،  12،  0در ساعات  
ها  وتحلیل بعدی به میکروتیوب برای تجزیه شده  جمع آوری  

دمای  شده  منتقل   در  سانتی  -20و  نگهداری درجه  گراد 
 .شدند

 
 کمپلمان   ء اثرات سمی دگزامتازون بر اجزاتعیین 

 C4و    C3سنجش  
ایمونوتوربیدیمتری   C4  و  C3  سطوح روش  از  استفاده  با 

کیتهب تجاریوسیله   Double–antibodyماهی  های 

sandwich ELISA    شرکت(Biorexfarsایران  ، ) 
  96های میکروپلیت  چاهکابتدا هر یک از   گیری شد.اندازه

پوشانده    C4  و  C3ل  آنتی بادی مونوکلونا  وسیلهبهچاهکی  
  ه سوسپانسیون سلولی به هر چاهک اضافه شد   شدند. سپس 
  2گراد به مدت  درجه سانتی  28ها در دمای  و میکروپلیت

دار نشان  C4  و  C3ی  هابادیسپس آنتی ساعت انکوبه شدند.
با   و  شد  اضافه  چاهک  هر  به  بیوتین  با    -HRPشده 

ایمنی تشکیل   استرپتاویدین کمپلکس  یک  تا  ترکیب شد 
از   شود. میکروپلیت  30پس  انکوباسیون،  جهت  دقیقه  ها 

با افزودن محلول  های ترکیب نشده شسته شدند.حذف آنزیم
محلو  رنگ  شد.کروموژن،  آبی  سولفوریک   ل  اسید  سپس 

در   اضافه شد و رنگ محلول در نهایت به زرد تغییر یافت.
نانومتر قرائت شد. نتایج    450( در  ODنهایت، تراکم نوری )

 Zilva and)  لیتر ارائه گردیدبه صورت نانوگرم در هر میلی

Pannall, 1984)  . 
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 ACH50کمپلمان جایگزین    ءسنجش فعالیت جز
 از با استفاده از روش همولیتیک ارائه شده  ACH50میزان 

Oriol Sunyer    وTort  (1995  )به طور  گیری شد.اندازه
و    0/ 612،  25/1،  5/2،  5،  10های مختلف )خلاصه، ابتدا رقت

های سلولی در بافر ژلاتین  درصد( از سوسپانسیون   306/0
  145مولار(، کلرید سدیم )میلی  5ورونال )حاوی باربیتال )

)مولارمیلی ژلاتین  هگزا    1/0(،  منیزیم  کلرید  درصد(، 
میلی مولار(، اتیلن گلیکول تترااستیک اسید   5/0هیدرات )

میکرولیتر از هر   25میلی مولار( و آب( تهیه شد. سپس    10)
به هر چاهک در میکروپلیت افزوده    96های  رقت  چاهکی 

میکرولیتر گلبول قرمز گوسفند )به عنوان   50شد. سپس  
شد. اضافه  چاهک  هر  به  هدف(  ساعت   سلول  دو  از  پس 

افزودن   با  سلولی  لیز  اتاق،  دمای  در    100انکوباسیون 
حاوی اتیلن دی آمین    PBSمیکرولیتر محلول توقف )بافر  

وسپانسیون . سمولار( متوقف شدمیلی  10تترااستیک اسید  
  4دقیقه در دمای    10به مدت    g1600سلولی سپس با دور  

از مایع    200گراد سانتریفیوژ شد.  یدرجه سانت میکرولیتر 
در نهایت،   چاهی منتقل شد.  96های  رویی به میکروپلیت

نتایج   گیری شد.نانومتر اندازه  414تراکم نوری در طول موج  
 لیتر ارائه گردید.در هر میلی نانوگرم به صورت واحد

 
 هاوتحلیل آماری دادهروش تجزیه

 –ها با استفاده از آزمون کولموگروف  ابتدا نرمال بودن داده
تجزیه  جهت  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  وتحلیل اسمیرنوف 

تیمارهای  داده در  مقایسه  و  آنها  بین  اختلاف  بررسی  و  ها 
 one-wayطرفه  واریانس یک  وتحلیلتجزیه مختلف از روش  

ANOVA  افزار  در نرمSPSS    استفاده شد. در    20نسخه
بررسی بالای  تمام  اطمینان  سطح  در  اختلاف    ٪95ها، 

(05/0> P)   .مورد پذیرش قرار گرفت 
 

 نتایج 

 های بیمارستانی سنجش دگزامتازون در فاضلاب
فاضلاب در  دگزامتازون  سنجش  از برای  بیمارستانی،  های 

و پس   هبرداری شدفاضلاب بیمارستان طالقانی آبادان نمونه
های دگزامتازون و مشخص شدن طول موج از اسکن نمونه 

نانومتر برای آن، غلظت    213حداکثر جذب در طول موج  

گیری شد.  اندازه  HPLCدگزامتازون با استفاده از دستگاه  
 نانوگرم بر لیتر بود.    86دست آمده غلظت به

 
 س کلیه و طحال أهای راولیه سلولکشت  

  س کلیهأ( و رA)  های طحالسلول  (،Bو    A)  1  شکلدر  
(Bماهی شانک )  عربی  (A. arabicus،)   پیش از انکوباسیون

تریپان بلو میزان    آزمایشاست. با استفاده از    شده   نشان داده 
تعیین شد.    %95س کلیه  أ های طحال و رزنده ماندن سلول

رسلول  سپس و  از طحال  کلیه در محیط  أهای مشتق  س 
گراد  درجه سانتی   28به مدت دو هفته در دمای    L-15ت  کش

  ها شروع به رشد کردند ساعت سلول  48پس از   انکوبه شدند.
ها  سلول.  انکوباسیون آغاز شد  پس ازروز    5و تشکیل کلنی  

روز به طور کامل ظرف کشت    12و طی    کردهخوبی رشد  به
ها به  . در تمام مدت، سلول(C,D1  را اشغال کردند )شکل

های گرد در محیط کشت شناور بودند و به کف  صورت سلول 
تریپان بلو نشان داد که    آزمایش چسبیدند.ظرف کشت نمی

از   آزمایش زنده و سالم  درصد سلول   90بیش  ها در طول 
سلول  بودند. انکوباسیون،  از  پس  روز  داده  دوازده  پاساژ  ها 
پاساژ دوم پانزده روز پس از انکوباسیون انجام شد و  شدند.

ها برای سنجش سمیت سلولی مورد استفاده  سپس سلول
  قرار گرفتند.

 
 MTT شنتایج سنج
و محدوده غلظت    IC50ن  ، جهت تعییMTT  طی آزمایش

س کلیه  أهای کشت شده طحال و رمؤثر دگزامتازون، سلول
  10-1]شاهد[،    0)های مختلف دگزامتازون  در معرض غلظت

  3×    10-4مولار،    3×    10-3مولار،    3×    10-2مولار،    3×  
-8مولار،    3×    10-7مولار،   3×    10-6مولار،    3×    10-5مولار،  

،  3×   410،  3×    510مولار معادل    3×   10-9مولار و    3×    10
310    ×3  ،210    ×3  ،10    ×3  ،3  ،10-1    ×3  ،2-10    ×3  ،3-10  

 قرار گرفتند.  ( لیترمیلیم بر میکروگر 3× 
نتایج آزمایش سمیت و میزان زنده    ( Bو    A)   2  شکلدر  

ماهی    (Bس کلیه )أ( و رA)  های طحالسلول  ماندن سلولی 
تیمار شده با    (Acanthopagrus arabicus)  یشانک عرب

نشان  غلظت دگزامتازون  مختلف  استهای  شده  با    .داده 
و درصد    هافزایش غلظت دگزامتازون، سمیت آن افزایش یافت
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یافتسلول  بافت کاهش  هر دو  زنده  نتایج    .های  اساس  بر 
،  3×    2-10،  3× 10-1،  3  های آزمایشی غلظت ،  MTTمون  آز
بر  میکروگر   3×    3-10 برای  میلی م  غلظت لیتر  و  های طحال 

لیتر برای  میلی م بر  میکروگر   3× 10-2  و   3× 10-1،  3،  3×    10
کلیه أ ر  بررسی   س  منظور  اثرات    به  و  سلولی  سمیت  میزان 

 . و استفاده شد شده  تعیین    ،سرکوب کننده ایمنی دگزامتازون 
 

 
ل  های طحاسلول  پیش از انکوباسیون.( Acanthopagrus arabicus) یماهی شانک عرب( B)س کلیه أر( و Aحال )های طسلول :1شکل 

(C )س کلیأو ر( هD ،) 12 های سفید( )پیکان های فیبروبلاستهای سیاه(، سلولهای زنده گرد )پیکانسلول  .پس از انکوباسیون روز 
Figure 1: The preincubated spleen (A) and haed kidney (B) cells from Acanthopagrus arabicus. cultivated spleen (C) 

and haed kidney (D) cell after 12d of incubation. Round living cells (black arrows), fibroblast cells (white arrows) 
 

 

 
 Acanthopagrus) ی ماهی شانک عرب( B) س کلیهأو ر (A)  های طحالدگزامتازون و درصد زنده ماندن سلول میزان سمیت :2شکل 

arabicus )های مختلف دگزامتازون در معرض غلظت 
Figure 2: The amount of dexamethasone toxicity and the percentage of viability of the spleen (A) and head kidney (B) 

cells from Arabian Sea bream Acanthopagrus arabicus exposed to dexamethasone 
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 سنجش سطح اجزای کمپلمان 
  س کلیهأهای کشت شده طحال و رسلول در    C3سطح  

محتوا  3شکل  در   بر  دگزامتازون  های  سلول  C3ی  اثرات 
  داده شده است و رأس کلیه ماهی شانک عربی نشان    طحال

تیمار    (س کلیهأر)های طحال و  سلول  بیانگر  T1که در آن  
با  بر  میکروگر  ( 3×  10-2) و    3×  10-3  هایغلظت  شده  م 

س أر)های طحال و  سلول بیانگر    T2  ؛دگزامتازون  لیترمیلی
با  (کلیه شده    ( 3×  10-1) و    3×  10-2  هایغلظت  تیمار 

بر  میکروگر های  سلول  بیانگر  T3  ؛دگزامتازون  لیترمیلیم 
و    3×  10-1  هایغلظتتیمار شده با    (س کلیهأر)طحال و  

بر  میکروگر  (3) و    لیترمیلیم    بیانگر  T4دگزامتازون 
و    3های  غلظت  تیمار شده با  (س کلیهأر)های طحال و  سلول 

با توجه   .استدگزامتازون  لیترمیلیم بر میکروگر (3×  10)
م  میکروگر  3×  10-3، کمترین غلظت دگزامتازون )3به شکل  

های طحال  داری در  محتوای سلول لیتر( تغییر معنیمیلیبر  
( نکرد  غلظت  همچنین(.  P  >05/0ایجاد  های  سایر 

در  C3توجهی منجر به کاهش سطح  به طور قابل دگزامتازون

)سلول  شدند  طحال  مقدار  P  <05/0های  کمترین   .)C3  
شاهد، در    C3درصد سطح    44به میزان  های طحال  سلول 
))  4تیمار   دگزامتازون  غلظت  بیشترین  بر میکروگر  3با  م 
(.  P  <05/0ساعت مشاهده گردید )  48پس از    ( ولیتر(میلی

  3×   10-1و    3×   10-2تر دگزامتازون ) های پایین غلظت   همچنین
بر  میکروگر  ت میلی م  قابل أ لیتر(  محتو ثیر  بر    C3ی  ا توجهی 

های بالای  (. اما غلظت P  > 0/ 05س کلیه نداشت ) أ های ر سلول 
  C3ی لیتر( محتوا میلی   بر  میکروگرم  3×  10و   3دگزامتازون ) 

  < 0/ 05داری کاهش داد ) س کلیه را به طور معنی أ های ر سلول 
P  میزان .)C3   س کلیه در مواجهه با دو غلظت  أ های ر در سلول

  24لیتر( در  میلی  بر  میکروگرم   3×   10و   3بالای دگزامتازون ) 
معنی  اختلاف  آزمایش  ابتدای  نداشت  ساعت  هم  با  داری 

 (05 /0 <  P ) ،    ساعت، سطح    48ولی پس ازC3   های در سلول  
بر    میکروگرم  3×  10  و   3  های غلظت  س کلیه در مواجهه باأر

میزان  به   دگزامتازون  لیترمیلی به  درصد   42و    31ترتیب 
کاهش یافت که در مقایسه با هم تفاوت    شاهد  C3سطح  
 . (3)شکل  (P <05/0داری داشتند )معنی

 

 
 . (Acanthopagrus arabicus) ی س کلیه ماهی شانک عربأهای طحال و رسلول C3ی اثرات دگزامتازون بر محتوا  :۳شکل 

Figure 3: Effects of dexamethasone on the C3 content of spleen and head kidney from Acanthupagrus arabicus 

 
 س کلیهأهای کشت شده طحال و رسلولدر    C4سطح  

محتوا  4شکل  در   بر  دگزامتازون  های  سلول  C4ی  اثرات 
  داده شده است ماهی شانک عربی نشان    و رأس کلیه  طحال

تیمار    (س کلیهأر)های طحال و  سلولبیانگر    T1که در آن  
با  بر    میکروگرم  ( 3×  10-2) و    3×  10-3  هایغلظت  شده 

س أر)های طحال و  سلول بیانگر    T2  ؛دگزامتازون  یترلمیلی
با  (کلیه شده    ( 3×  10-1) و    3×  10-2  هایغلظت  تیمار 

های  سلولبیانگر    T3  ؛دگزامتازون  یترلمیلیبر    میکروگرم
و    3×  10-1  هایغلظتتیمار شده با    (س کلیهأر)طحال و  

و    لیترمیلیبر    میکروگرم  (3) بیانگر    T4دگزامتازون 
و    3های  غلظت  تیمار شده با  (س کلیهأر)های طحال و  سلول 

است. با توجه دگزامتازون  لیترمیلی بر میکروگرم  (3×  10)
س  أهای طحال و رکمپلمان در سلول   C4زء  ج،  4به شکل  

جز بالاترین  های دگزامتازون به کلیه در مواجهه با تمام غلظت
در مقایسه با گروه شاهد نداشت   داریغلظت، تغییر معنی

(05/0<  P.) وای  محتC4    24های طحال پس از  سلولدر  
 بر   میکروگرم   3ساعت مواجهه با بالاترین غلظت دگزامتازون )

درصد    83داری کاهش یافت و به  لیتر( به طور معنیمیلی
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(، ولی پس از آن تا ساعت  P  <05/0شاهد رسید )  C4سطح  
کاهش    (. P  >05/0داری نداشت )آزمایش تغییر معنی  48
س کلیه قرار گرفته در معرض  أهای رسلولدر    C4وای  محت

  بر  میکروگرم 3×    10بالاترین غلظت آزمایشی دگزامتازون )
  48ساعت مواجهه آغاز شد و تا ساعت    24لیتر( پس از  میلی

 (. P <05/0شاهد رسید ) C4درصد سطح   43آزمایش به 
 

 
 (Acanthopagrus arabicus) ی س کلیه ماهی شانک عربأهای طحال و رسلول C4ی اثرات دگزامتازون بر محتوا  :۴شکل 

Figure 4: Effects of dexamethasone on the C4 content of spleen and head kidney from Acanthupagrus arabicus 

 
 ACH50سنجش فعالیت جزء کمپلمان جایگزین  

محتوای  5شکل  در   بر  دگزامتازون   ACH50  اثرات 
داده  و رأس کلیه ماهی شانک عربی نشان    های طحالسلول 

است آن    شده  در  و  سلول بیانگر    T1که  س  أ ر ) های طحال 
  میکروگرم   ( 3×   10-2) و    3×   10-3  های غلظت   تیمار شده با   ( کلیه 

س أ ر ) های طحال و  سلول بیانگر    T2  ؛ دگزامتازون   لیتر میلی بر  

با   ( کلیه  شده    ( 3×  10-1)و    3×  10-2  های غلظت   تیمار 
های  سلولبیانگر    T3  ؛دگزامتازون  لیترمیلی  بر  میکروگرم
و    3×  10-1  هایغلظتتیمار شده با    (س کلیهأر)طحال و  

و    لیترمیلیبر    میکروگرم  (3) بیانگر    T4دگزامتازون 
و    3های  غلظت  تیمار شده با  (س کلیهأر)های طحال و  سلول 

   .استدگزامتازون  لیترمیلی بر میکروگرم ( 3×  10)
 

 
 ی ماهی شانک عربه س کلیأهای طحال و رسلول ACH50ن اثرات دگزامتازون بر فعالیت جزء کمپلمان جایگزی :۵شکل 

(Acanthopagrus arabicus )   
Figure 5: Effects of dexamethasone on ACH50 content of spleen and head kidney from Acanthupagrus arabicus 

 
جز های دگزامتازون بهک از غلظتی، هیچ5با توجه به شکل  
غلظت قابل،  بالاترین  محتوتغییر  در   ACH50ای  توجهی 

 >05/0ایجاد نکرد )  های طحال در طول دوره آزمایش لول س

Pدار میزان  (. کاهش معنیACH50  های طحال در  سلول
از  میلیبر    میکروگرم  3معرض   پس  دگزامتازون    24لیتر 

آزمایش   دوره  انتهای  تا  و  آغاز  آزمایش  شروع  از  ساعت 
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ادامه داشت48)ساعت   های طحال در  گرفتن سلول قرار  .( 
لیتر دگزامتازون منجر به کاهش  میلیبر    میکروگرم  3معرض  

پس از    ACH50درصدی میزان جزء کمپلمان جایگزین    11
48  ( شد  مواجهه  هرP  <05/0ساعت  میزان (.  میان  چند 

ACH50  ساعات  سلول در  طحال  تفاوت    48و    24های 
 (. P >05/0داری مشاهده نگردید )معنی

سلول  ACH50ح  سط  ردر  با  أهای  شده  تیمار  کلیه  س 
)غلظت دگزامتازون  پایین    3×  10-1و    3×  10-2های 

داری با  لیتر( در طول آزمایش تفاوت معنی میلیبر    میکروگرم
در    شاخص(. میزان این  P  >05/0گروه شاهد نشان نداد )

بر    میکروگرم  3  غلظت  س کلیه در مواجهه باأهای رسلول 
دگزامتازون  میلی ساعت  نلیتر  تا  تغییر   24یز  آزمایش 
اما میزان آن در انتهای دوره    . (P  >05/0داری نداشت )معنی

درصد کاهش یافت    8به میزان  ساعت(    48)پس از  آزمایش  
(05/0>  P.) ح  سطACH50   س کلیه تیمار  أهای ردر سلول

بر    میکروگرم  3×    10شده با بالاترین غلظت دگزامتازون )
ساعت از شروع آزمایش کاهش یافت و    24لیتر( پس از  میلی

شاهد رسید    ACH50ح  درصد سط   72تا انتهای آزمایش به  
(05/0> P.) 

 

 بحث

که  آلاینده دارویی  شهری، های  فاضلاب  طریق  از  عمدتاً 
می آبها  وارد  بیمارستانی  و  عنوان صنعتی  به  شوند، 

محیط آلاینده در  نوظهور  میهای  شناخته  آبی  شوند  های 
(Parolini et al., 2009با بالای   وجود،  این  (.  سطوح 

خطرات   ارزیابی  برای  کمی  مطالعات  دارویی،  آلودگی 
های دارویی در  محیطی قرار گرفتن در معرض آلایندهزیست 

های اخیر، با توجه به مصرف  آب انجام شده است. در دهه
به   آنها  تخلیه  و  ترکیبات  این  از  وسیعی  طیف  گسترده 

های آبی  در محیط  آنهافاضلاب در سراسر جهان، سرنوشت  
سالانه صدها تا  .  به موضوع تحقیقاتی مهمی تبدیل شده است

تن مصرف   هزاران  دارویی  فعال  بخش   شدهترکیبات  که 
م تخلیه  فاضلاب  در  آن  از   ,.Ryu et al)  شودیبزرگی 

2014.) 

دگزامتازون یک داروی گلوکوکورتیکوئید مصنوعی است که  
اثرات   از  تقلید  برای  دامپزشکی  و  پزشکی  در  اغلب 

 Burton andشود )گلوکوکورتیکوئیدهای آدرنال استفاده می 

Kehrli, 1995 های  (. در تحقیق حاضر، از طیفی از غلظت
ن نیز در این محدوده  آکننده ایمنی )غلظت محیطی  سرکوب 

القا  ،بود( ارگانیسم  ءبرای  این دارو در  غیرهدف  اثرات  های 
شد.  مطالعه استفاده  اولین  مطالعه  اثرات   استای  این  که 

را   دگزامتازون  کننده  اجزا  بر سرکوب  کمپلمان    ءفعالیت 
در محیط  س کلیه و طحال ماهی شانک عربی  أهای رسلول 

دگزامتازون معمولاً به عنوان .  نمایدمیکشت سلولی گزارش  
شود که کننده سیستم ایمنی شناخته می یک داروی سرکوب 

های ایمنی سمی است و عملکرد سیستم ایمنی برای سلول 
می مهار  )را  و   Ribas et al., 2016.)  Limbourgکند 
گلوکوکورتیکوئیدها به طور   ، ( نشان دادند 2002همکاران )

ژنقابل از  بسیاری  رونویسی  کدکننده  توجهی  های 
تواند نقش مهمی در  کنند که میها را سرکوب میسیتوکین 

سرکوب سیستم ایمنی داشته باشد. گلوکورتیکوئیدها علاوه  
سلول عملکرد  بر  عمیق  تأثیر  تمایز  بر  روند  ایمنی،  های 

 McEwen etدهند )ساز را نیز تغییر میهای پیشسلول 

al., 1997همچنین .)  Qi  ( 2016و همکاران)   نشان دادند
که قرارگرفتن مزمن در معرض دگزامتازون منجر به افزایش  

طلای ماهی  حساسیت  دوز  به   Carassius)  یوابسته 

auratus)    هایسلول.  شودباکتریایی می  زاعوامل بیماریبه 

های ایمنی  ترین سلولس کلیه ماهی از جمله مهمأطحال و ر
ها،  هستند که نقش کلیدی در شناسایی و فاگوسیتوز پاتوژن 

ها و ترشح ها، فعال کردن لنفوسیت پردازش و ارائه آنتی ژن
)  هایشاخص دارند  دلیل،  (.Nie, 1997ایمنی  همین  به 

تواند به عنوان یک شاخص مهم برای  ها میفعالیت این سلول
گیرد  قرار  استفاده  مورد  ماهی  ایمنی  قدرت  ارزیابی 

(Haaparanta et al., 1996.)  
با تسهیل عملکرد سلول  فاگوسیتوز  سیستم کمپلمان  های 

نقش مهمی در ایمنی ذاتی و اکتسابی    ،کننده و لیز سلولی 
شده   ءاجزا دارد. فعال  آبشاری  صورت  به  که  سیستم    این 
منجر به    ،عوامل مهاجم   ءغشا   ءبا هدف قرار دادن اجزا  ،است

پاتوژن   C3(.  Boshra et al., 2006شوند )ها میتخریب 
مهمی از سیستم کمپلمان است که تحریک آن سایر    ءجز

های سلولی  این جزء متعلق به پروتئین کند.را فعال می  ءاجزا
حاد   فعال    استفاز  که  است  مکمل  جزء سیستم  اولین  و 
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)می حاضر،  (.Bayne et al., 2001شود  مطالعه  در 
قابل به کاهش  در   C3ح  توجهی در سطدگزامتازون منجر 

 C4ح  از سوی دیگر، سط س کلیه شد.أهای طحال و رسلول 
سلول  ردر  و  طحال  غلظت  أهای  بالاترین  با  تنها  کلیه  س 

بیان  Whaley   (1991 )و    Lappinدگزامتازون سرکوب شد.  
های  کردند که گلوکوکورتیکوئیدها با سرکوب رونویسی ژن 

در پستانداران   C3ز  ها، بر سنتسازی کمپلمان  مرتبط با فعال
 ء و در نتیجه از فعال شدن سایر اجزا  گذارندمیتأثیر منفی  

می جلوگیری  نیز  کمپلمان  و   Zanuzzoکنند.  سیستم 
( ماهی (  2019همکاران  هفته  یک  مدت    پوکا   به 

(Piaractus mesopotamicus )    را با رژیم غذایی حاوی
گرم بر کیلوگرم( یا هیدروکورتیزون  میلی  100دگزامتازون )

گرم بر کیلوگرم( تغذیه کردند. تغذیه ماهیان با  میلی  200)
رژیم غذایی حاوی هر دو کورتیکواستروئید منجر به کاهش  
فعالیت سیستم کمپلمان و غلظت لیزوزیم سرم شد ماهیان  

گزارش کردند که تجویز (  1990و همکاران )  Howe.  شد
ترشمیلی  5/0 بر  تأثیری  هیچ  دگزامتازون  در   C3ح  گرم 

های تحت درمان با استرادیول، به صورت استفاده تنها موش
( نیز گزارش  1993)  Bigsbyیا همراه با استرادیول نداشت.  

کمپلمان که در نتیجه تجویز    ءکه دگزامتازون، تولید اجزاداد  
بود شده  فعال  می  ند،استرادیول  گزارش مهار    های کند. 

متعددی مبنی بر سرکوب فعال شدن یا تولید اجزاء کمپلمان 
 ثیر کورتیکواستروئیدها وجود دارد.أ تحت ت

  رهش کاشت آهسته  (2013و همکاران )  Cortes  در مطالعه
قزل  در  رنگینکورتیزول   Oncorhynchus)  انکمآلای 

mykiss  )قابل  هب یا  طور  تولید  با  مرتبط  ژن  بیان  توجهی 
در   را از روز اول آزمایش کاهش داد.  C3ل  فعالیت جزء مکم

ثیر بر  أ کورتیکواستروئیدها )کورتیزول( قادر به ت   مطالعه، این  
ژن کمپلمان  بیان  مسیر  با  مرتبط  ایبودندهای  قابلیت  .  ن 

می به  کورتیکوستروئیدها  بالاتر  حساسیت  عوامل  تواند 
درمان با کورتیکواستروئیدها  های تحترا در ماهی زابیماری

تأثیر این توضیح دهد، زیرا فعالیت سیستم کمپلمان تحت
و همکاران    Cortes  در مطالعه.  شودترکیبات سرکوب می

و    (2013) لیزوزیم  بیان  مکمل    هایشاخصکورتیزول 
گلوکوکورتیکوئیدها  کند. ها( را در کبد تنظیم می)کمپلمان

های التهابی از  اثرات ضد التهابی قدرتمندی دارند و واسطه

  بر کنند. مطالعات آزمایشگاهی  ها را مهار میجمله سیتوکین 
داد نشان  کلیه  رأس  سلولی  اولیه  اثر   ،کشت 

بر   عمدتأ    هایشاخصکورتیکواستروئیدها  ایمنی 
های مرتبط با  کننده است و این ترکیبات بیان ژنسرکوب 

آنتی تشخیص  مسئول  که  فعالیتژنایمنی  ضد  ها،  های 
پاسخ و  هستندویروسی  التهابی  می  ،های  کنند  تعدیل 

(Cortes et al., 2013.)  Pagniello  (2002)  و همکاران  
دادند که هورمون توانند  های کورتیکواستروئیدی مینشان 

به و  کنند  تعدیل  را  ماکروفاژها  می  تکثیر  مهار    ،رسدنظر 
 مرتبط باشد.    مسئلهتواند به این ها میسنتز سیتوکینین 

به  قادر  باکتریایی  ساکارید  لیپوپلی  که  است  شده  ثابت 
کمپلمان سطح  افزایش  و  ذاتی  ایمنی  با  تحریک  هاست. 

)   Mathieuحال،  این همکاران  که  2014و  دادند  نشان   )
ها یا  افزایش فعالیت کمپلمان  ءساکارید قادر به القالیپوپلی
در ماهیانی که به    C3های مرتبط با سنتز و فعالیت  بیان ژن 

لیپوپلی همزمان  )طور  کورتیکواستروئید  و   -11ساکارید 
آن نبود.  بودند،  کرده  دریافت  کورتیکوسترون(  ا  هدئوکسی 

می کورتیکواستروئیدها  که  کردند  بیان  پیشنهاد  توانند 
mRNA C3 ( را کنترل کنندMathieu et al., 2014 .) 

)  Zach  در مطالعه ( کورتیکواستروئیدها  1993و همکاران 
را    C3های مرتبط با سنتز و فعالیت  توانند سطح بیان ژنمی

( گلوکوکورتیکوئید  گیرنده  طریق  و  GRاز   )
( ماهیان  MRمینرالوکورتیکوئید  بیشتر  کنند.  سرکوب   )

دارای سه گیرنده کورتیکواستروئیدی شامل دو   استخوانی 
( و یک گیرنده  GR2و    GR1گیرنده گلوکوکورتیکوئیدی )

( که  MRمینرالوکورتیکوئیدی  هستند  ژن   وسیلهبه(  سه 
  امر (. اینZach et al., 1993شوند )مختلف کدگذاری می

ثیر  أ ها تحت تپلمان متواند توضیح دهنده کاهش سطوح کمی
 دگزامتازون )کورتیکوستروئید( در مطالعه حاضر باشد.  

کمپلمان   جزء  فعالیت  بر  دگزامتازون  حاضر،  مطالعه  در 
س کلیه تأثیری  أهای طحال و ر( سلولACH50جایگزین )

سطوح   کاهش  باعث  آن  غلظت  بالاترین  تنها  و  نداشت 
ACH50    ساعت شد.    48پس ازMilla  ( 2018و همکاران )

فعالیت   یا  پروتئین  کمیت  ژن،  بیان  در  تغییری  هیچ 
( تا  ACH50های مرتبط با ایمنی ذاتی )مانند سطح  پروتئین

قرار  از  اوراسیادو هفته پس   Perca)  گرفتن ماهی سوف 
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fluviatilis)    معرض کورتیکوسترون    -11در  دئوکسی 
در نکردند  مشاهده  دو  حالی)کورتیکواستروئید(  از  پس  که 

قابل افزایش  سطح  هفته،  در  طحال    ACH50توجهی 
رسد که مواجهه نظر میبه  ،ا اظهار داشتنده مشاهده شد. آن

کننده سرکوب  عنوان  )به  کورتیکواستروئیدها  با  های  حاد 
های  توجهی بر برخی از پروتئینثیر قابلأ ت  ،سیستم ایمنی(

 (. Milla et al., 2018ایمنی ذاتی ندارد )
Carrizo  ( بر 2021و همکاران  اگزوژن  کورتیزول  اثرات   )

سلول ایمنی  شبه  قزلپاسخ  ماهی  ماهیچه  آلای های 
با  (  Oncorhynchus mykiss)  کمانرنگین مواجهه  در 

را ارزیابی کردند. آنها    Piscirickettsia salmonisباکتری  
گزارش کردند که در ماهیانی که پیش از مواجهه با باکتری 

P. salmonis    از برخی  بودند،  کرده  دریافت  کورتیزول 
و فعالیت لیزوزیم به دنبال    (ACH50)ایمنی    هایشاخص

یید  أ افزایش نیافت. این محققین ت P. salmonisمواجهه با 
ایمنی    هایشاخصکردند که کورتیزول اجازه افزایش برخی  

 (. Carrizo et al., 2021دهد ) ها را نمیدر مواجهه با پاتوژن
Teles  ( اثر کورتیکواستروئیدهای اگزوژن 2013و همکاران )

های لیزوزیم و  های ایمنی ذاتی )فعالیترا بر برخی از پاسخ
ا ارزیابی نمودند.  هآن  mRNA( و سطوح  ACH50مکمل )

در  هآن کورتیکواستروئید  سطح  افزایش  که  دادند  گزارش  ا 
  های شاخص توجهی در میزان این  ابتدای آزمایش، تغییر قابل

گرفتن در که پس از دوازده روز قرارحالیدرایمنی ایجاد نکرد  
لیزوزیم   فعالیت  کورتیکواستروئید،  و    ACH50و  معرض 

بههآن  mRNAح  سط قابل  ا  یافتطور  کاهش  .  توجهی 
این نتایج همچنین ت کند که قرار گرفتن یید میأ بنابراین، 

میطولانی کورتیکواستروئیدها  معرض  در  بیان  مدت  تواند 
ها را کنترل نماید  لیزوزیم و کمپلمان   عواملهای مرتبط با  ژن 

(Teles et al., 2013 .) 

مجموع،   پژوهشدر  می  نتایج  نشان  که  حاضر  دهد 
ماهی شانک    سیستم کمپلمانای بر  دگزامتازون اثرات عمده

مطالعه  مورد  ایمنی    هایشاخصدارد.  (  A.arabicus)  یعرب
کلیه تیمار شده با دگزامتازون    سأهای طحال و ردر سلول

 های شاهد کاهش یافتند.  نسبت به سلول 
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Introduction 

Emerging anthropogenic pollutants in wastewater treatment plant (WWTP) effluents have been shown to 

pose a particular risk to aquatics and potentially affect the aquatic environment from the molecular to the 

ecosystem level (Santos et al., 2010). Micropollutants are emerging pollutants that include 

pharmaceuticals and personal care products (PPCPs). Due to the widespread consumption of a wide range 

of micropollutants and their discharge into wastewater worldwide, their occurrence and fate in aquatic 

environments has become a research topic in recent decades (Ryu et al., 2014). The common wastewater 

treatment process is not able to completely remove these compounds from the wastewater, and as a result, 

a significant amount of these compounds enters the aquatic water environment (Rehman et al., 2015). 

Dexamethasone is a potent synthetic glucocorticoid with anti-inflammatory and immunosuppressive 

effects that is used to treat many diseases including allergies, asthma, covid-19, rheumatic problems, and 

skin diseases (Sanders et al., 2020). Today, the increasing use of dexamethasone from sources such as 

hospitals is a global concern. High levels of this drug, which is a cortisone derivative, have been detected 

in wastewater (Herrero et al., 2013). As one of the important components of the innate immune system in 

ectothermic vertebrates, including fishes, the complement system has been less studied. Evaluation of 

serum complement activity is considered as a valuable tool to diagnose the health status of fish. 

Complement in the non-specific immune response to a compound can have a direct effect such as killing 

the pathogen by lysing it (Ellis, 1999). 

Methodology 

Fifteen mature Arabian sea bream, A. arabicus were collected from the Bahrakan Port in Abadan. Fish 

were transported to the 300 L tanks. After seven days of adaptation, the fish were anesthetized using 2-

phenoxy ethanol (0.35 ml/L). Then, the fish were dissected under aseptic conditions and their spleens and 

kidney heads were separated (Wen et al., 2008). The separated tissues were immediately washed three 

times with 100 ml antibiotic medium (Leibovitz's L-15 (L-15) with 400 IU/ml penicillin, 400 µg/ml 

streptomycin and 200 µg/ml amphotericin B) each time for 30 minutes. The spleen cell culture was 

performed according to Huang et al. (2009). The head kidney cell culture followed the protocols described 
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by Ribera et al. (2020). Dexamethasone cytotoxicity was assessed by MTT method according to Momeni 

et al. (2010). Cultivated spleen and head kidney cells were plated in 24-well microplates (105 cells / ml L-

15 medium / well) and incubated at 28°C for 24h. The cell viability was assessed using trypan blue 

exclusion test. Then, 200 μL of fresh L-15 culture medium with different experimental concentrations of 

dexamethasone was added to each well and microplates were then incubated at 28°C for 48 h. Each 

treatment runs in five replicates. For this purpose, the cell suspensions were collected at 0, 12, 24 and 48 

hours of experiment and transferred to microtubes for further analysis. The level of C3 and C4 was 

measured using immunoturbidimetry method by a double–antibody sandwich ELISA kits. ACH50 was 

measured by hemolytic method according to Sunyer and Tort (1995). 

Results 

Measurement of dexamethasone in hospital wastewater: To measure dexamethasone in hospital 

wastewater, samples were taken from the wastewater of Taleghani Hospital in Abadan, and after scanning 

the dexamethasone samples and determining the maximum absorption wavelength at 213 nm for it, the 

concentration of dexamethasone was measured using an HPLC device. The obtained concentration was 86 

ng/l. Primary culture of head kidney and spleen cells: Using the trypan blue test, the survival rate of spleen 

and head kidney cells was determined to be 95%. Then, cells derived from the spleen and head kidney 

were incubated in L-15 culture medium for two weeks at 28°C. After 48 hours, cells started to grow and 

colony formation started 5 days after incubation. The cells grew well and completely occupied the culture 

dish within 12 days. All the time, the cells were floating in the culture medium as round cells and did not 

stick to the bottom of the culture container. The trypan blue test showed that more than 90% of the cells 

were alive and healthy during the test. Twelve days after incubation, the cells were passaged. The second 

passage was performed fifteen days after incubation and then the cells were used for cytotoxicity assay. 

The C3 contents notably decreased in spleen cells exposed to all concentrations of dexamethasone except 

for the lowest concentration (3 μM; P < 0.05). In the head kidney, the C3 contents only notably decreased 

in cells treated with the higher concentrations of dexamethasone (3×10 and 3×102 μM; P < 0.05). The 

complement C4 has no obvious change following exposure of spleen and head kidney cells to all 

concentrations of dexamethasone except for the highest concentration. The C4 content of spleen and head 

kidney cells significantly decreased after 24 h exposure to highest concentration of dexamethasone (P < 

0.05).  The concentrations of dexamethasone (except the highest concentration of dexamethasone) caused 

a significant change in the ACH50 content of spleen cells compared to the controls (P > 0.05). The 

exposure of spleen cells to 3 mM dexamethasone led to an 11% decrease in alternative complement 

activity after 48 hours of exposure (P < 0.05). ACH50 activity in head kidney cells treated with 3×102 nM 

and 3 μM of dexamethasone showed no difference compared to control (P > 0.05). A significant decrease 

in ACH50 was observed after exposure of head kidney cells to 3×10 and 3×102 μM of dexamethasone (P < 

0.05). The amount of ACH50 activity in head kidney cells treated with 3 mM dexamethasone decreased by 

27% after 48 hours of exposure (P < 0.05) 

Discussion and Conclusion 

This study is the first study that reports the suppressive effects of dexamethasone on the activity of 

complement components of head kidney cells and spleen of Arabian yellow fin sea bream (Acanthopagrus 

arabicus) in cell culture medium. Dexamethasone is commonly known as an immunosuppressant drug that 

is toxic to immune cells and inhibits the function of the immune system (Ribas et al., 2016). The 
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complement system plays an important role in innate and acquired immunity by facilitating the function of 

phagocytizing cells and cell lysis. The components of this system, which are activated in a cascade 

manner, lead to the destruction of pathogens by targeting the membrane components of invading agents 

(Boshra et al., 2006). C3 is an important component of the complement system, whose stimulation 

activates other components. This component belongs to the acute phase cellular proteins and is the first 

component of the complement system to be activated (Bayne et al., 2001). In the present study, 

dexamethasone led to a significant decrease in C3 levels in spleen and head kidney cells. On the other 

hand, the level of C4 in spleen and head kidney cells was suppressed only by the highest concentration of 

dexamethasone. In the study of Zach et al. (1993), corticosteroids can suppress the expression level of 

genes related to the synthesis and activity of C3 through the glucocorticoid (GR) and mineralocorticoid 

(MR) receptors. Most Osteichthyes have three corticosteroid receptors, including two glucocorticoid 

receptors (GR1 and GR2) and one mineralocorticoid receptor (MR), which are encoded by three different 

genes (Zach et al., 1993). This can explain the decrease in complement levels under the influence of 

dexamethasone (corticosteroid) in the present study. In the present study, dexamethasone did not affect the 

activity of alternative complement component (ACH50) of spleen and head kidney cells, and only its 

highest concentration decreased ACH50 levels after 48 hours. Milla et al. (2018) did not observe any 

changes in gene expression, protein quantity or activity of proteins related to innate immunity (such as 

ACH50 level) up to two weeks after exposure of Perca fluviatilis to 11-deoxycorticosterone 

(corticosteroid). While after two weeks, a significant increase in the ACH50 level of the spleen was 

observed. They stated that acute exposure to corticosteroids (as immunosuppressants) does not seem to 

have a significant effect on some innate immune proteins (Milla et al., 2018). 
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