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چكيد ه 
  امروزه با توجه به رشد سريع و افزايش روز افزون کاربرد نانو ذرات، احتمال ورود اين مواد به محيط  های آبی و بروز مسموميت 
در آبزيان وجــود دارد. در مطالعه حاضر 135 قطعه بچه ماهي   قزل آلاي رنگين کمان با وزن متوســط 30 گرم ميان 3 تيمار، در 
قالب يک طرح کاملا تصادفی دو مرحله ای، توزيع شــدند. طی 21 روز نخست )مرحله اول( ماهيان در معرض غلظت های مختلف 
نانوذره مس شــامل گروه شــاهد )بدون نانوذره( ، ppb 25 و ppb 50 قرار گرفتند. در نهايت با هدف بررســي توانايی بازسازی 
آســيب های احتمالی، ماهيان مزبور به مدت 21 روز ديگر در محيط فاقد نانوذره مس نگهداري شدند. در پايان روزهاي 21 و 42 
به منظور بررســي آسيب های بافت کبد و فاکتورهاي خوني و بيوشــيميايي در گروه های مختلف آزمايشی، نمونه برداری انجام 
شد. نتايج بافت شناسی کبد در مرحله اول نشــان داد که هر دو تيمار حاوی نانو ذره باعث ايجاد آسيب هايی همچون پرخونی 
شديد در ساختار کبد و تخريب سيتوپلاسم شده است. همچنين دژنراسيون سيتوپلاسمی و واکوئلی هپاتوسيت های نزديک به 
سينوزوئيدها در تيمار دوم رويت گرديد. در تيمار سوم نيز نكروز کبدی، التهاب، تورم شديد در ناحيه مجاری صفراوی، کپسول ها 
و ترشحات ناشی از التهاب قابل ملاحظه بود. در مرحله دوم مطالعه نيزآسيب های بافتی به ميزان کمتری قابل مشاهده بود. نتايج 
حاکی از وجود تفاوت معني دار  )P>0/05( در ميزان فعاليت آنزيم GGT بود. تعداد گلبول هاي سفيد خون بين تيمارهای 1 و 3 به 
طور معني داری متفاوت بود   )P>0/05(. در مرحله دوم مطالعه نيز تعداد گلبول هاي قرمز و هماتوکريت، اختلاف معني داري نشان 
ندادند  )P<0/05(. جمع بندی نتايج نشان می دهد نانو ذره مس سبب آسيب به بافت کبد بچه ماهيان می گردد که در غلظت های 
بالا، شــدت اين آسيب ها افزايش می يابد، به نحوی که برخی از اين آسيب ها حتی پس از اتمام مرحله مواجهه نيز در بافت های 
هدف قابل مشاهده است. پژوهش های بيشتر در زمينه سميت نانومواد می تواند در استفاده و دفع هوشيارانه اين ترکيبات جهت 

کاهش و در برخی موارد بازيابی آثار زيان بار اين ترکيبات در بوم سازگان های آبی در دستيابی به يک توسعه پايدار موثر باشد.

کلمات کليدی: نانوتوكسیکولوژی، نکروز كبدی، شاخص های بیوشیمیایي سرم،  قزل آلاي رنگین كمان
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Nowadays due to rapid development and wide applications of nanosized matters, the possibility of their discharge into 
water bodies and their subsequent toxicity to aquatics are also increased. Total of 135 fingerling rainbow trout with 
an average weight of 30g were randomly allocated to three treatments in a two-stage completely randomized design 
experiment. During first 21 days, fish were exposed to three concentrations of the nanoparticles, namely, 0, 25 and 50 
ppb. The final post nanoparticle exposure stage was also lasted for 21 days to scrutinize the ability of fish to recover 
from damage of first stage. Some hematologic, hepatic and biochemical indices of rainbow trout were evaluated at the 
end of each stage (days 21 and 42). Light microscopic analyses demonstrated cytoplasmic and vacuolated degenera-
tion in hepatocytes enclosed to sinusoids, which were changed to severe hepatic necrosis and inflammatory exudate 
accumulation. Results from the first stage indicated that GGT was significantly (P<0.05) different among treated cases. 
Remarkable (P<0.05) alteration was revealed in WBC amongst experimental groups. At the end of stage, no significant 
differences were observed regarding the number of red blood cells and hematocrit. In conclusion, it is conceivable 
that copper nanoparticles can cause noticeable damage to trout physiology which in some cases can exist even after 
prolonged post exposure recovery periods. An extensive investigation on the nanomaterial toxicity could considerably 
be helpful through wise application and disposal of engineered nanomaterials to reduce and in some circumstances 
ameliorate the adverse effects in aquatic ecosystems for the sake of sustainable development.
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مقدمه
نوآوری های جدید علمی در زمینه نانوذرات مهندســی شــده )قطر كمتر 
از ۱00 نانومتــر حداقل در یک بعد( موجب ایجــاد برنامه های كاربردی 
گســترده ای در مباحث الکترونیــک، مواد شــیمیایی، حفاظت از محیط 
زیســت، تصویربرداری پزشــکی، تشــخیص بیماری، درمان سرطان، ژن 
درمانی و ... شده است )6 و ۷(. تاكنون بیش از 400 نوع محصول مصرفی 
كه فناوری نانو در آنها به كار رفته، تولید شده اند و بازار جهانی محصولات 
بــر پایه فناوری نانو رو به افزایش اســت )۲۱(. نانو مواد ممکن اســت از 
طریق دســتگاه تنفسی، پوست )تماس پوســتی( ، دستگاه گوارش )روده( 
خواسته یا ناخواسته وارد بدن موجودات شوند )6(. با افزایش تعداد و تنوع 
نانوذرات ســاخته شــده در محصولات صنعتی و مصرفی، خطر در معرض 
قرار گرفتن انســان و همچنین بوم ســازگان های آبــی افزایش می یابد، 
كه ممکن اســت به یک تهدید جدی برای سلامت انسان و محیط زیست 
مبدل شــود )۱9(. مطالعات اولیه نشان می دهد كه نانوذره ها می توانند در 
ستون آب بصورت سوسپانسیون باقی مانده و توسط موجودات آبزی جذب 
شــوند. اطلاعات موجود حاكی از اثر متقابل نانوذره با محیط طبیعی و آثار 

اكولوژیکی نانوذره ها می باشد. اثرات ســمی نانوذرات نه تنها در باكتری ها 
و ویروس ها دیده شده است بلکه در ســایر موجودات آبی مانند گونه های 
مختلف جلبک ها، زئوپلانکتون ها و ماهی ها نیز قابل مشاهده می باشد )۲4(. 
بــا اینکه علوم نانو، هنوز در مراحل اولیه توســعه خــود قرار دارد، ذرات و 
نانــوذرات حاصل از مصــارف صنعتی در محیط ها و منابع آبی شناســایی 
شده اند. با این وجود شــناخت كمی از آثار بالقوه ی آنها روی سلامت بشر 
و محیط هــای آبی وجود دارد، كه عمدتاً به دلیل مجموعه زیادی از عوامل 
مختلف مانند اندازه، شکل، پوشش های ســطح و خواص فیزیکوشیمیایی 
محیط اســت. در مواجهه موجودات آبزی با نانوذرات، این مواد به ســرعت 
جذب بدن آن ها می شــوند )3 و 4(. در اكثر مطالعات نانوتوكســیکولوژي 
تمركــز اصلي بر تجزیه و تحلیل بیان ژن، مطالعات بافت شناســي، تجمع 
زیستي، فاكتورهاي خون شناسي و فاكتورهاي بیوشیمیایي بوده است )۱۲، 
۱4 و ۱6(. البته اثرات ناشــی از حضــور یون هاي فلزي در محیط هاي آبي 
در گونه هــای مختلف ماهیان به طور گســترده مــورد مطالعه قرار گرفته 
اســت )۲۸(. آلاینده هــاي موجود در آب، آثاری نظیر آســیب هاي بافتي، 
تغییر در رفتار، رشــد و تولیدمثل و نشــانگرهاي زیســتي در سطوح ژن، 
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پروتئین یا آنزیم ها، در پی خواهند داشــت. نانو ذرات سیستم ایمنی بدن 
و میــزان گلبول های خونی را تغییر داده و مواجهه با آن ها برای بدن مضر 
می باشــد )۱3(. نانو ذرات نیز دارای اثرات سمی بر سلول های ماهیان بوده 
و قابلیت زیســت و تکثیر سلول های زنده را كاهش می دهند. به طور مثال 
Kovriznych و همکاران در ســال ۲0۱4 به بررســی ســمیت بلند مدت 
)30 روزه( نانوذرات اكســید نیکل در ماهی گورخری (Danio rerio) بالغ 
پرداختند. یافته های حاصل نشان داد كه سمیت حاد نانوذرات اكسید نیکل 
كم اســت اما تماس دراز مدت با این تركیــب می تواند منجر به تجمع آن 
در بافت شــده و ســمیت آن را افزایش دهد. همچنین این محققین بیان 
نمودند كه با توجه به اســتفاده گسترده از نیکل در صنعت، سمیت مزمن 
نانوذرات اكســید نیکل ممکن است تأثیر منفی بر جمعیت موجودات آبزی 
 Chen .)۱۵( و پویایی شــبکه های غذایی در سازگان های آبی داشته باشد
و همکاران )۲0۱۱( اثرات ســطوح مختلف اكســید تیتانیوم )TiO۲( را از 
مرحله تخم تا شــنای فعال ماهی گورخری، مورد بررسی قرار دادند. نتایج 
نشــان داد كه اختلاف معنی داری در میزان لقاح، درصد تخم گشایی، بقا و 
ناهنجاری میان گروه های آزمایشــی وجود نداشت )Farkas .)۸ و همکاران 
)۲0۱0( اثر نانو ذرات طلا و نقره را در سلول های كبد ماهی قزل آلا رنگین 
كمان مطالعه كردند. نانــو ذرات طلا و نقره حتی در غلظت های كم اثرات 
سوء بر سلول های كبد ماهی قزل آلا رنگین كمان داشتند )9(. در مطالعه 
دیگری ماهی قــزل آلای رنگین كمان به مدت ۸ هفته در معرض 3، 300 
و ۱000 میلــی گرم در لیتر نانوذره نقره قــرار گرفت. خونریزی و كاهش 
اندازه هپاتوســیت ها در بافت كبد ماهیان قابل مشــاهده بود. همچنین با 
افزایش غلظت نانوذره نقره میزان پروتئین كل پلاسما به صورت معنی داری 
كاهش یافــت )۱۸(. مواجهه ماهی قزل آلای رنگیــن كمان با ۲0 و ۱00 
میکروگــرم در لیتر نانوذره مس به مدت ۱0 روز موجب تخریب بافت كبد 
با علائمی نظیر هپاتیت و متراكم شــدن هسته سلول (Pyknosis) گردید 
)۲۸(. قابل ذكر اســت كه از سطوح پلاســمایی آسپارتات آمینو ترانسفراز 
(AST) ، آلانین آمینوترانســفراز (ALT) و فسفاتاز قلیایی (ALP) به عنوان 
شاخص سلامتی كبد استفاده می شود )۱۷(. سموم موجب افزایش سطوح 
ســرمی آنزیم های AST، ALT و ALP خون ماهیان می شــوند كه نشان 
دهنده آســیب های بافتــی بویژه در كبد می باشــد. AST، آنزیم مرتبط با 
ســلول های پارانشیم كبد است كه در آسیب های حاد كبد مطرح می باشد. 
همچنین ALP در سلول های پوششی مجاری صفراوی كبد وجود دارد كه 
 ALT .با تورم و انسداد مجاری صفراوی سطح سرمی آن ها افزایش می یابد
نوعی آنزیم كبدی اســت كه در زمان آسیب سلولی به خون نشت می كند 
)۲۲(. Alishahi و Mesbah )۲0۱0( ســمیت نانــوذرات نقره را در چهار 
 (Ctenopharyngodon idella) گونه مختلف از ماهیان شامل كپور علفخوار
، شــیربت (Barbus grypus) ، اســکار (Astronorus ocellatus) و سوروم 
(Cichlosoma severums) مورد بررســی قرار دادنــد. آن ها به این نتیجه 
رســیدند كه دو گونه اخیر در برابر نانوذرات نقره مقاومت بیشتری نسبت 
به دو گونه دیگر دارند. همچنین شــیربت (B. grypus) به عنوان یک گونه 
وحشی حساسیت بیشتری نسبت به نانوذره نقره دارد )۲(. بنابراین با توجه 
به اثرات شناخته شــده نانوذرات مختلف بر ساختارهاي سلولي آبزیان، در 
ارتباط با چگونگي استفاده از آن ها در محیط هاي آبي و همچنین مدیریت 
دفع پســاب های آلوده باید توجه و جدیت بیشتری از سوی مراجع زیربط 

صورت پذیرد كه خود مســتلزم پژوهش های علمی در این زمینه می باشد. 
نگراني هایي در مورد اینکه آیا نانوذرات فلزي خطري مشــابه و یا متفاوت 
با نمک هاي فلــزي دارند، در مجامع بین المللــی مربوط به حفظ محیط 
زیســت وجود دارد. گردآوری و همچنین افزایش اطلاعات علمی در زمینه 
سم شناســی نانوذرات جهت مدیریت و بهینه نمودن اســتفاده از این مواد 
بسیار اهمیت دارد. در همین راســتا مطالعه حاضر جهت بررسی صدمات 
احتمالی ناشی از غلظت های مختلف نانوذره مس در بچه ماهیان قزل آلای 
رنگین كمان و همچنین امکان سنجی توانایی این ماهی در ترمیم و بازیابی 

فعالیت های زیستی خود طرح ریزی و اجرا گردید.

مواد و روش ها
تهيه نانوذرات مس 

نانوذرات مس با اســتفاده از كاهش شــیمیایی نمک فلزی CuCl۲ در آب 
با L - اسید آســکوربیک به عنوان عامل احیا كننده و تثبیت كننده تهیه 
 -L و ۷/04۵ گرم CuCl۲.۲H۲O شــد. به طور خلاصــه، 0/3409 گــرم
آسکوربیک اســید به طور جداگانه در ۱00 میلی لیتر آب دی یونیزه حل 
شــده و به مدت 30 دقیقه با دستگاه اولتراسونیک پخش شد. ظرف حاوی 
محلول آبیCuCl۲.۲H۲O با كمک همزن مغناطیســی تا دمای۸0 درجه 
ســانتی گراد در حمام روغن حرارت داده شــد و همزمان با افزودن محلول 
L- اســید آسکوربیک، نانوذرات مس تهیه گردید. این مخلوط در دمای۸0 
درجه ســانتی گراد تا زمان به دست آمدن یک محلول تیره، نگهداری شد. 
ســپس محلول حاصل به مدت ۱۵ دقیقه با ســرعت ۸000 دور در دقیقه 

سانتریفیوژ گردید )3۱(.

تيمارهای مورد بررسی و اجرای آزمايش
ابتدا ۱3۵ قطعه بچه ماهی قزل آلای رنگین كمان با میانگین وزنی 30 گرم 
از یکی از مراكز تکثیر و پرورش ماهیان ســردآبی كشــور تهیه و به سالن 
تکثیر و پرورش آبزیان منتقل شد. پس از گذراندن یک هفته دوره قرنطینه 
و ســازش با شرایط جدید، بچه ماهیان با محلول نمک 3 درصد ضدعفوني 
شده )۲6( و در قالب سه تیمار )با سه تکرار برای هر یک از تیمارها( در 9 
مخزن 90 لیتري )كه قبلًا با مواد ضد عفوني كننده نظیر هیپوكلریت سدیم 
كاملًا ضدعفوني شــده بودند( حاوي 4۵ لیتر آب با تراكم ۱۵ قطعه در هر 
مخزن ذخیره سازی شدند. تیمارهای مورد مطالعه شامل تیمار ۱ )فاقد نانو 
ذره مس به عنوان گروه شــاهد( ، تیمار ۲ )µg/L ۲۵ نانوذره مس( و تیمار 
۵0µg/L( 3 نانو ذره مس( بودند )۲۸(. تحقیق حاضر طی 4۲ روز و در دو 
دوره ۲۱ روزه انجــام گرفت. طی دوره اول تعویض آب به میزان ۸0درصد 
در دو نوبت صبح و عصر انجام شد. شایان ذكر است كه غلظت نانوذرات با 
احتساب میزان آب تعویضی مجدداً به سطوح مورد نظر رسانده می شد. در 
ایــن مدت تغذیه ماهیان به صــورت یک درصد وزن بدن و پس از تعویض 
آب صورت گرفت. در پایان روز بیســت و یکم از هر تیمار 6 ماهی به طور 
تصادفي انتخاب و پس از بیهوشــي با پودر گل میخک، خونگیري از آن ها 
انجام شد. جهت بررســي فاكتورهاي خوني )نظیر تعداد گلبول هاي سفید 
در میکرولیتــر خون، اندازه گیري هماتوكریت، تهیه گســترش خوني براي 
شــمارش تفریقي گلبول هاي سفید و اندازه گیري هموگلوبین( از ماده ضد 
انعقاد EDTA اســتفاده گردید و از روش های استاندارد پیروی شد )۲9(. 
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در ادامه جهت بررسی توانایی ترمیم و بازیابی شرایط فیزیولوژیکی ماهیان، 
آزمایش به مــدت ۲۱ روز دیگر در آب فاقد نانو ذره مس ادامه یافت و در 
پایان این دوره مشابه مرحله اول، نمونه برداری از ماهیان به منظور مطالعه 
فاكتورهای خونی و بیوشیمیایی صورت گرفت. براي تهیه سرم، نمونه های 
خــون بلافاصله پس از اتمام نمونه گیری در دمای 4 درجه ســانتی گراد و 
g 6000 به مدت ۱0 دقیقه سانتریفیوژ گردیدند و سرم های حاصل تا زمان 
انجام سنجش های مربوطه در دمای ۸0- درجه سانتی گراد نگهداری شدند 
)۱۱(. براي اندازه گیري میزان فعالیت آنزیم GGT، ALP، AST و ALT از 
كیت هاي ســنجش این آنزیم ها )شركت پارس آزمون، ایران( استفاده شد. 
در هــر یک از مراحل نمونه برداری حداقل 3 نمونه از بافت كبد ماهیان هر 
گروه آزمایشــی به صورت تصادفی تهیه شد )۱0(. نمونه های فوق ابتدا در 
محلول بوئن شــامل ۷۵ درصد اسید پیکریک اشباع، ۲۵ درصد فرمالین و 
۵ درصد اسید اســتیک تثبیت گردیدند. نمونه های فوق پس از ۷۲ساعت به 
الکل اتانول ۷0 درصد منتقل و تا زمان انجام مطالعات بافت شناسی در محلول 
 مزبور نگهداری شــدند. در نهایت پس از فــرآوری نمونه ها، برش های بافتی

جدول 1- فراسنجه های بيوشيميايی پلاسمای ماهيان تيمارهای مختلف )انحراف معيار ± ميانگين( 

.)P>0/05(  حروف متفاوت در هر ستون نشانه وجود اختلاف معنی دار بين تيمارها است *

ALTALPGGTASTتیمار

مرحله اول آزمایش

۵/۲۲a *4۸/30±۲۷/۵3±۱۵3/03۱۱/9۷±۲/۲94۲۷/34±4/63تیمار ۱

۵/۷۱b44/33±۱۱/۲9±3۲6/094۷/09±۲/۲9۵۸۵/۴±3/3۱تیمار ۲

۲/3۲c30/44±۱۵/۷6±۱۲۷/0۱۲۸/9۵±۵/۷34۵0/۳۱±۷/۲۸تیمار 3

مرحله دوم آزمایش

9/64a۵۵/۵۸±3/44±۲6/۷۸۱6/9۸±9/93۱4۷/96±۱۷/۸۷تیمار ۱

۵/3۱b۱۱9/۱۰±۷۸/۸۸±۲۷/۱۵۵6/۷4±۲0/۷۲۱9۵/۷۵±۲9/۷۸تیمار ۲

۷/۸۸b44/۹۹±3۱/۱۵±۱4/۵93۸/۶۰±۲6/۲۱۲06/۷۸±3۵/۰۷تیمار 3

6-۵( تهیه و رنگ آمیزی به شیوه H&E صورت گرفت )۲۵(. µm(
تجزيه و تحليل های آماری

این آزمایش به صورت طرح كاملًا تصادفی ســاده اجرا شــد. توزیع داده ها 
و همچنین همگنی واریانس  گروه های آزمایشــی به ترتیب با اســتفاده از 
آزمون هــای Shapiro-Wilk و Leven’s مورد بررســی قــرار گرفت و در 
صورت ضرورت از تبدیل Box-Cox استفاده گردید. برای مقایسه  گروه های 
مختلف آزمایشی در هر مرحله آزمایش از آزمون آنالیز واریانس یک  طرفه 
(One-way ANOVA) اســتفاده شد. جهت بررسی اثر وجود و عدم وجود 
نانوذره مس در هر یک از مراحل آزمایش روی شــاخص های بیوشیمیایی 
خون از مقایسات متعامد (Orthogonal) استفاده گردید )30(. سطح معنی 
داری آزمون ها p ≥0/0۵ در نظر گرفته شد. برای انجام آنالیزهای آماری از 

نرم افزار SPSS نسخه ۲۱ استفاده گردید.
نتايج

شاخص های بيوشيميايي خون
نتایــج مربوط به ســطوح ســرمی آنزیم هــای كبدی ماهیــان گروه های 

جدول 2- مقايسات متعامد فراسنجه های بيوشيميايی پلاسمای ماهيان تيمارهای مختلف )اعداد نشان دهنده P-value هستند( 

جدول3- فراسنجه های سلولی خون ماهيان تيمارهای مختلف در مرحله اول مطالعه )انحراف معيار ± ميانگين( 

ALPGGTASTALTشاخص

0/9030/0040/4۸40/۵3۲مرحله اول آزمایش

0/0۲۲0/0۱۵0/6390/33۵مرحله دوم آزمایش

۱03( هماتوكریت )%( تیمار /µl(  تعداد گلبول سفید )۱06 /µl( تعداد گلبول قرمز

a۲/33±0/4۵ 3/۸0±3/93۲3/۳3±۲۸/33تیمار ۱

ab۲/4۷±0/6۵ 3/۷6±۵/9۵۲6/۸۳±3۵تیمار ۲

b3۷۱±0/4۲ ۵/۸3±۸/3۵3۲±۲9تیمار 3

.)P>0/05(  حروف متفاوت در هر ستون نشانه وجود اختلاف معنی دار بين تيمارها است *
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جدول4- شمارش افتراقي گلبول هاي سفيد خون ماهيان تيمارهای مختلف در مرحله اول مطالعه )انحراف معيار ± ميانگين( 

جدول5- فراسنجه های سلولی خون ماهيان تيمارهای مختلف در مرحله دوم مطالعه )انحراف معيار ± ميانگين( 

لنفوسیت/نوتروفیلتیمار
نوتروفیل- هتروفیل

 )۱03/ µl(
لنفوسیت

 )۱03/ µl(
مونوسیت

 )۱03/ µl(
ائوزینوفیل

 )۱03/ µl(
بازوفیل

 )۱03/ µl(

0/96a۲0/40±۲/93a0/۵۸±0/3۸b0/03±0/0۸0/۲۷±0/4۵±0/0۵۲±0/۱0تیمار ۱

۱/40ab۲3/3۸±۲/۵۷ab0/00±0/00 a0/0۵±0/۱۱0/۱4±0/۲4±0/0۵3/۲۷±0/۱4تیمار ۲

۱/0۸b۲۷/۷0±۵/۸6b0/۲6±0/4۸ab0/۱۷±0/3۱0/09±0/۱4±0/043/۷۸±0/۱4تیمار 3

 GGT مختلف آزمایشــی در مرحله اول و دوم نشــان داد كــه تنها آنزیم
میــان گروه های مختلف از تفاوت آماری معنی دار برخودار بود )جدول ۱، 
P>0/0۵( و سایر آنزیم ها فاقد تفاوت معنی دار بودند )P<0/0۵(. همچنین 
 GGT نتایج مربوط به مقایســات متعامد نشان داد كه در مرحله اول آنزیم
 ALP و GGT تفاوت معني داري داشت. همچنین در مرحله دوم آنزیم هاي
از تفاوت معنــي داري میان گروه هاي مورد مطالعه برخوردار بودند )جدول 

.)P>0/0۵ ،۲

نتايج فراسنجه هاي خون شناسی
نتایج مربوط به شاخص هاي خوني گروه های آزمایشی در انتهاي دوره اول 
پرورش در جدول )3( آمده است. در این مرحله، تفاوت معني داري از نظر 
مقدار هماتوكریت و شمارش گلبول هاي قرمز خون میان تیمارهاي مختلف 
مورد مطالعه مشاهده نشــد )P<0/0۵( ، اما تعداد گلبول هاي سفید خون 

.)P>0/0۵( بین سه تیمارهای یک و سه به طور معني داري متفاوت بود
شمارش افتراقي گلبول هاي سفید خون در این مرحله نشان داد كه تعداد 
نوتروفیل- هتروفیل و لنفوسیت بین دو تیمار یک و سه با یکدیگر متفاوت 
بود، به طوري كه تعداد نوتروفیل ها و لنفوســیت ها در تیمار سه بیشتر از 
تعــداد آن هــا در تیمار یک بود )P >0/0۵(. تعداد مونوســیت نیز در بین 
تیمارهــای یک و دو تفاوت معني داری داشــتند و تعداد آنها در تیمار یک 

.)P >0/0۵ ،4 بیشتر از دو تیمار داراي نانو ذره مس بود )جدول
نتایج مربوط به شاخص هاي خوني ماهیان آزمایشی در انتهاي مرحله دوم 
مطالعه در جدول )۵( آمده اســت. در این مرحله تعداد گلبول هاي قرمز و 
هماتوكریت اختلاف معني داري نشان ندادند )P <0/0۵(. تعداد گلبول هاي 
ســفید خون در تیمار یک و تیمار دو اختلاف معني داري داشت، به طوري 
كه تعداد آن ها در تیمار یک و ســه بیشترین مقدار و در تیمار دو كم ترین 
مقدار بود. شمارش تفریقي گلبول هاي سفید خون نیز نشان داد كه نسبت 

تعداد گلبول قرمز )µl /۱06( تعداد گلبول سفید )µl /۱03( هماتوكریت )%( تیمار

b3/0۷±0/4۵ ۱/۸6±۱/۸6۲4/4۲±۲9/33تیمار ۱

a۲/4۷±0/3۵ ۱/94±6/4۵۱۷/۱۷±3۲تیمار ۲

b۲/۱۷±0/۸۵ 4/۲3±4/۷3۲۵/40±3۸/00تیمار 3

.)P>0/05(  حروف متفاوت در هر ستون نشانه وجود اختلاف معنی دار بين تيمارها است *

.)P>0/05(  حروف متفاوت در هر ستون نشانه وجود اختلاف معنی دار بين تيمارها است *

جدول6- شمارش افتراقي گلبول هاي سفيد خون ماهيان تيمارهای مختلف در مرحله دوم مطالعه )انحراف معيار ± ميانگين( 

لنفوسیت/نوتروفیلتیمار
نوتروفیل- هتروفیل

 )۱03/ µl(
لنفوسیت

 )۱03/ µl(
مونوسیت

 )۱03/ µl(
ائوزینوفیل

 )۱03/ µl(
بازوفیل

 )۱03/ µl(

a۱/3۷±0/۸۸ a۲۲/93±۱/66b0/0۸±0/۱۲0/04±0/۱0 0/00±0/00 0/04±0/06تیمار ۱

a0/90±0/3۷ a۱6/۱6±۲/۱0a0/06±0/090/03±0/0۷0/03±0/06 0/03±0/06تیمار ۲

b3/0۵±0/۷۸ b۲۲/3۵±4/۵۱b0/۱۷±0/۲۷ 0/00±0/00 0/00±0/00 0/06±0/۱4تیمار 3

.)P>0/05(  حروف متفاوت در هر ستون نشانه وجود اختلاف معنی دار بين تيمارها است *
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 B-3 تا B-1 ، )تيمار 1 يا گروه شاهد( A-3 تا A-1 :شكل1- برش عرضی از بافت کبد ماهيان تيمارهای مختلف در مرحله اول مطالعه
)تيمار 2( ، C-1 تا C-3 )تيمار 3(. در گروه شاهد، هپاتوسيت ها با نمای بافت شناختی طبيعی ديده می شوند. وريدچه مرکزی طبيعی و 
سينوزوئيد ها گشاد شدگی عروقی را نشان نمی دهند. اين در حالی است که در گروه تيمار 2 دژنراسيون سيتوپلاسمی، تجمع خونی و 
گشاد شدگی عروق به وضوح ديده می شود. در برش عرضی از کبد ماهيان تيمار 3 آسيب های بافتی افزايش قابل ملاحظه ای را نشان 

می دهند. تجمع اکسودای بافتی )پيكان و E( در کنار مجرای صفراوی نفود سلولی های ايمنی در بافت همبندی، ادم و نكروز سلول های 
 :VD ،مجاری صفراوی : BD،سياهرگ مرکزی :CV .)800 کبدی مشاهده می شود. رنگ آميزی هماتوکسيلين-ائوزين )×200، ×400 و

تخريب واکوئلی، BC: تجمع خون، SD: اتساع فضای سينوزوئيدی، E: اگزودا )تراوه( ، ED: خيز. 

نوتروفیل بر لنفوســیت و تعداد نوتروفیل- هتروفیل در تیمار ســه به طور 
معنی داری بیشــتر از تیمار های یک و دو بود. كمترین تعداد لنفوسیت نیز 
در تیمار دو مشــاهده شد كه از لحاظ آماری با دو تیمار دیگر متفاوت بود 

.)P>0/0۵ ،6 جدول(

نتايج بررسی های بافت شناسی کبد
در مرحله نخســت آزمایش، بافــت كبد ماهیان تیمار اول نشــان داد كه 
هپاتوسیت ها )ســلول های كبدی( حالت طبیعی دارند. بافت كبد ماهیان 
تیمار دوم حاكی از پرخونی شــدید در ساختار كبد و تخریب سیتوپلاسم 
است. دژنراسیون سیتوپلاسمی نزدیک به سینوزوئیدها منجر به دژنراسیون 
واكوئلی گردیده است. در تیمار سوم پرخونی شدید )تجمع خون( ، تخریب 
شــدید سیتوپلاسم و نکروز كبدی قابل مشاهده است. التهاب و تورم قابل 
ملاحظه در ناحیه مجاری صفراوی، كپســول ها و ترشحات ناشی از التهاب 

قابل ملاحظه بود )شکل ۱(.
بررســی های بافت شناســی تیمارهــای مختلف در مرحلــه دوم آزمایش 
نشــان داد كه كبد ماهیان تیمار اول شکل طبیعی داشت و هپاتوسیت ها 
دارای سیتوپلاســم دانه دار و وریدچه مركزی طبیعی بودند. در تیمار دوم 
دژنراســیون عروقی خفیف، به همراه پرخونی در ســاختار كبد مشــاهده 
گردید. كبد ماهیان تیمار ســوم دارای سلول های تک هسته ای ملتهب به 
همراه خیز قابل ملاحظه در اطــراف مجاری صفراوی بودند. این در حالی 
است كه مقایسه دو مرحله مطالعه با همدیگر كاهش قابل ملاحظه ای را در 

آسیب های بافتی در مرحله دوم مطالعه نشان می داد )شکل۲(. 

بحث
خون به  عنوان یک بافت ســیال، یکی از مهم ترین مایعات بیولوژیک بدن 
به شــمار می رود كه تركیب بیوشــیمیایی آن تحت تأثیر حالات مختلف 

آسيب شناسی نانوذره مس بر بافت کبد و...
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فیزیولوژیک و پاتولوژیک دستخوش نوسان و تغییر می گردد )۱(. مهم ترین 
آنزیم هاي تشــخیص ســلامت كبد، آمینوترانسفرازها هســتند. اصولاً این 
آنزیم هــا به  طور عادي داخل ســلول هاي كبدي وجــود دارند، ولي اگر به 
هر دلیلي كبد آســیب ببیند، این آنزیم ها وارد جریان خون مي شــوند. با 
توجه به شدت آسیب، نشــت ALT و AST متفاوت خواهد بود. به طوري 
كه در آســیب هاي خفیف ALT درون سیتوپلاسم هپاتوسیت ها، به محیط 
خارج سلولی نشت مي كند. اما با افزایش جراحت، AST كه در اندامک هاي 
ســلولي از قبیل میتوكندري ها وجود دارد، به بیرون نشــت نموده و وارد 
جریــان خون مي گردد. ALP نیز یک آنزیم عمومي اســت و در بافت هاي 
مختلف وجود دارد. در اثر آســیب هاي كبدي شــاهد افزایش این آنزیم در 
خون خواهیم بود. این آنزیم به همراه آنزیمGGT )گاماگلوتامین ترانسفراز( 
در غشــاي سلولي وجود داشته و طی بیماري هاي كبدي از سلول هاي این 
اندام، آزاد و وارد جریان خون مي شوند. البته افزایش میزان آنزیم GGT در 
آســیب هاي اختصاصي تر شامل آسیب به مجاري صفراوي دیده مي شود. با 
توجــه به اختلاف معني دار در مقدار آنزیم GGT در بین تیمارها این گونه 
به نظر مي رسد كه فعالیت این آنزیم مي تواند شاخص خوبي براي سنجش 

اثرات حاصل از نانوذرات در بافت كبد باشــد )۱6(. افزایش فعالیت سرمی 
این آنزیم به آســیب های وارد شده به بافت های مختلف از جمله بافت كبد 
باز می گردد. چرا كه به نظر می رسد نانوذره از طریق دستگاه گردش خون 
به بافت های مختلف از جمله كبد وارد شــده و موجب تخریب بافت ها شده 

است.
در مطالعه ایی، تأثیر نانو ذرات سیلیکات بر بافت كبد موش مورد بررسی قرار 
گرفت. نتایج نشــان داد كه نانو ذره، سبب افزایش میزان فعالیت آنزیم های 
ســرم )GGT وALP( شده است )۲3(. كه با نتایج تحقیق حاضر همخوانی 
دارد. در بررســی تأثیر نانو ذره نقره بر شاخص های بیوشیمیایی سرم خون 
ماهی قزل آلای رنگین كمان مشخص گردید كه نانو ذره نقره سبب افزایش 
میزان فعالیت آنزیم ALP شــد )۱۸( كه همراســتا با نتایج تحقیق حاضر 
می باشد. در كنار این موضوع برای ارزیابی دقیق تر روند آسیب ها و حصول 
اطمینان از آسیب های بافت كبدی، نمونه های كبدی از لحاظ بافت شناسی 
مورد بررسی قرار گرفتند. مشاهدات نشان دادند كه میزان آسیب های بافتی 
به شکل وابسته به دوز در گروه های مورد مطالعه افزایش یافت؛ بدین صورت 
كه آسیب ها از ادم و دژنراسیون سیتوپلاسمی تا نکروز، التهاب و همچنین 

 B-3 تا B-1 ،)تيمار  1 يا گروه شاهد( A 2- تا A-1 :شكل 2: برش عرضی از بافت کبد ماهيان تيمارهای مختلف در مرحله دوم مطالعه
)تيمار 2(،  C-1 تا C-3 )تيمار 3(.برش عرضی از گروه شاهد که هيچ گونه تغيير بافت شناختی را از خود نشان نمی دهد. اين در حالی 
است که تيمارهای 2 و 3 به ترتيب کاهش قابل ملاحظه ای را در آسيب های بافتی نشان می دهند. تيمار 2 ترميم بافتی قابل توجهی 
داشته است. سلول های کبدی در بزرگنمايی بالاتر حالت طبيعی )پيكان( با سيتوپلاسم ائوزينوفيلی را نشان می دهند. اما در برش 
عرضی از گروه 3 می توان تخليه سيتوپلاسمی و دژنراسيون سيتوپلاسمی )پيكان( به همراه ادم ملايم را مشاهده کرد. رنگ آميزی 

هماتوکسيلين-ائوزين،  )×400 و×800(.  



شماره 113، نشريه د امپزشكی، زمستان 1395

117
در

پژوهشوسازندگی

ادم بسیار واضح گسترش یافت. نتایج اخیر، تغییرات بیوشیمیایی سرمی را 
تأیید نمود. این در حالی است كه همراستا با تغییرات بیوشیمیایی در دوره 
بهبودی )دوره دوم مطالعه( میزان آســیب های بافتی در سطح معنی داری 
كاهش یافته بود. بنابراین، با توجــه به نتایج دوره بهبودي مي توان انتظار 
داشــت كه با از بین رفتن منبع آلودگي و كاهش عوامل استرس زا، شرایط 
ماهي مي تواند به بهبودي پیش رود. طبق نتایج بدست آمده از این تحقیق 
تفاوت های معنی داری در پارامترهای خون شناسی )تعداد گلبول های سفید 
خون، تعداد مونوسیت، نوتروفیل و لنفوسیت( در مقایسه با تیمار شاهد در 
مرحله اول مطالعه در ســه تیمار مشاهده گردید. از نظر تعداد گلبول های 
قرمز و هماتوكریت اختلاف معنی داری بین تیمار ها مشــاهده نشــد، البته 
تعداد آن ها از تیمار شــاهد به ســمت دو تیمار نانو ذره كاهش یافته بود 
كه می تواند نشــان دهنده اختلال در میزان خون سازی بعلت وجود نانو ذره 
باشد. با این وجود، Shaw و همکاران )۲0۱۲( در بررسی تأثیر نانو ذره مس 
و ســولفات مس بر شاخص های خونی قزل آلای رنگین كمان )به مدت ۱0 
روز با دوز ۲0 و۱00 میکروگرم در لیتر( مشــاهده كردند كه در دوز ۱00 
میکروگــرم در لیتر نانو ذره مــس، هماتوكریت و گلبول های قرمز اختلاف 
معنی داری داشتند )Mohammadnejad-Shamoushaki .)۲۸ و همکاران 
)۲0۱۱( در مطالعه ایــی تاثیر دوزهای مختلف ســم دیازینون را به مدت 
4۵ روز بر شــاخص های خونی مولدین نر ماهی ســفید مورد بررسی قرار 
دادند كه نتایج حاصل از این مطالعه نشــان داد سم دیازینون سبب كاهش 
میزان گلبول های سفید، گلبول های قرمز، هموگلوبین، هماتوكریت، حجم 
 Shaw متوسط گلبول قرمز و لنفوسیت شد )۲0(. در مطالعه ایی كه توسط
و همکاران )۲009( انجام گردید، تأثیر نانو ذره اكســید تیتانیوم در جیره 
غذایی ماهی قزل آلای رنگین كمان بر شــاخص های خونی مورد بررســی 
قــرار گرفت. نتایج نشــان داد هیچ گونه اختلالی در شــاخص های خونی 
)گلبول های سفید خون، گلبول های قرمز خون، هماتوكریت و هموگلوبین( 
مشاهده نشد )۲۷( كه با نتایج تحقیق حاضر )عدم وجود اختلاف معنی دار 
در شــاخص های گلبول های قرمز و هماتوكریــت( همخوانی دارد. البته در 
مطالعه عنوان شده، در میزان گلبول های سفید خون اختلافی مشاهده نشد 
كه با نتایج تحقیق حاضــر هم خوانی ندارد. در مرحله دوم )دوره بهبودی( 
تعداد گلبول های ســفید خون تیمار شاهد و تیمار دوم اختلاف معنی داری 
داشــتند و تیمار یک و تیمار ســه بیشــترین مقدار گلبول های قرمز را به 
خــود اختصاص دادند. تیمار شــاهد و تیمار یک از نظــر تعداد نوتروفیل 
و نســبت نوتروفیل به لنفوســیت اختلاف معنی داری داشــتند. همچنین 
نتایج مقایســات متعامد )وجود و عدم وجود نانوذره در محیط( نشــان داد 
كــه اختلاف معنی داری از نظر تعداد گلبول های ســفید خون، نوتروفیل و 
نسبت لنفوســیت به نوتروفیل وجود داشت. براساس یافته های موجود در 
این مطالعه و ســایر پژوهش ها، فاكتورهایی مانند عوامل محیطی )دوره ی 
نــوری، تراكم پرورش، درجه حرارت و همچنیــن غلظت نانوذره( و عوامل 
فیزیولوژیکی )گونه، ســن، جنس و شــرایط تغذیه ای( زمان نمونه گیری و 

دقت در انجام آنالیزها می تواند باعث اختلاف در نتایج بدست آمده شود.
یکـی از مهم ترین اعمال كبد نقش آن در سم زدایی آلاینده های محیطـی و 
داروهـاي شـیمیایی اسـت. بـه طـور كلـی چندین هزاركاركرد بیوشیمیایی 
توسط كبد انجام می گیرد كـــه تمام این اعمال توسط آنزیم هـــا صـورت 
مـــی گیرنـد. تغییـــر در میزان این آنزیم ها جهت ارزیابی عملکـرد كبـد 

مـورد اسـتفاده قـــرار مـی گیــرد. بنابراین، كبد به طور وسیع در معرض 
آسیب ها است )۵(. بر اساس مطالعه Louei Monfared و Soltani در سال 
۲0۱3 مشــخص شد كه نانو ذره نقره سبب پرخونی شدید در ساختار كبد 
و تخریب سیتوپلاســم می شــود كه با نتایج تحقیق حاضر هم خوانی دارد 
)۱۸(. بــا توجه به یافته هاي به دســت آمده می توان نتیجه گرفت كه كبد 
بچه ماهیان قزل آلاي رنگین كمان تحت تأثیر نانو ذره مس دچار آسیب های 
شــدید بافتی می گردد كه با وجود حذف نانــوذره در مرحله دوم مطالعه، 
هنوز آســیب های بافتی هر چند با شدت كمتر قابل مشاهده بودند. چنین 
به نظر می رســد كه نانوذرات با تشــدید تولید رادیکال های آزاد در حدی 
فراتر از توان تحمل زیستی یک سازگان زنده موجب بروز آسیب های بافتی 
می گردد، كه با فراهم آمدن یک دوره بازیابی امکان ترمیم صدمات وارده بر 
كبد فراهم می شود، یافته ای كه در مطالعات انجام شده روی سایر حیوانات 
تأیید شــده است )۲3(. بنابراین مي توان چنین بیان نمود كه نانو ذرات به 
دلیل نفوذپذیري بالا و ایجاد آســیب هاي فراوان، باید به طور جدي مورد 
مطالعات گسترده سم شناسی قرار گیرند تا با شناخت آثار پاتولوژیک آن ها 
بتوان از آثار ســوء آن ها تا حد امکان كاست. علاوه بر این بررسی تغییرات 
فراســنجه های سلولی و بیوشــیمیایي خون مي تواند به عنوان ابزار ساده و 
مناســبي جهت ارزیابي تأثیر نانوذرات بر ماهي ها پیشنهاد می شود. با این 
وجود نباید از شــدت آثار وارد بر پیکر حیوان و دســت كم حضور طولانی 
مدت آن در بدن فرد كه خود می تواند عملکرد زیســتی و بوم شــناختی 
حیوان به عنوان جزئی از بدنه عظیم یک ســازگان بوم شناختی و سرانجام 

بقاء گونه ای غافل بود.
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