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 رودماهی زایندهعروسآبشش و کبد بافت شناسی تغییرات آسیب

Petroleuciscus esfahani Coad & Bogutskaya, 2010 پس از مواجهه 

  نقره و نیترات نقره محلول در آببا نانوذرات 
  

  2*، سالار درافشان2، فاطمه پیکان حیرتی1میثم راکی
 دانش آموخته کارشناسی ارشد، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه صنعتی اصفهان، اصفهان، ایران1

 صنعتی اصفهان، اصفهان، ایراناستادیار، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه 2
      16/5/95یرش: پذیخ تار؛    8/2/95: دریافتیخ تار

 
  1چکیده

شناسی آبشش و کبد در بر تغییرات آسیب) AgNO3(و نیترات نقره ) AgNPs(اثر نانوذرات نقره   
به  قرار گرفت.عنوان یک گونه حایز اهمیت اکولوژیک، مورد بررسی  ) بهP. esfahaniرود (ماهی زاینده عروس

تجدید  - شرایط ساکنروز تحت  10مدت  گرم) به 26 رود (میانگین وزنیماهی زایندهقطعه عروس 100این منظور 
و یا  نانومتر) 8/54نقره (میانگین قطر هیدرودینامیکی از نانوذرات میکروگرم در لیتر  25و  1در معرض مقادیر 

عنوان گروه شاهد در نظر گرفته شد.  قطعه ماهی نیز به 20 حاوي یک گروه آزمایشینقره قرار گرفتند. نیترات 
و علاوه بر  شناسی کلاسیک مورد ارزیابی گرفتها به روش بافت تغییرات ساختاري بافتپایان آزمایش، پس از 

بروز آسیب بافتی در هر دو بافت ) انجام شد. Iorgها با محاسبه شاخص اندام ( سازي آن کمیها، توصیف آسیب
هاي اندك نانوذره یا نیترات نقره محلول ه با غلظتهرود حتی پس از مواجماهی زایندهآبشش و کبد در عروس

                                    ً                 شدیدترین عارضه بافتی در ماهیان خصوصا  پس از مواجهه با  در آب نسبت به گروه شاهد مشهود بود.
ی و نکروز در بافت کبد بود. هاي بالاي این ترکیبات، شامل هاپرپلازي و ادم در بافت آبشش و پرخون غلظت

طوري که بیشترین  داري افزایش یافت، بهطور معنی ها با افزایش غلظت هر دو ترکیب در آب بهشدت آسیب
میکروگرم در لیتر نیترات نقره و پس  25سطح آسیب بافتی بر پایه محاسبه شاخص اندام در مواجهه با غلظت 

                                            ً             رات نقره مشاهد شد. نتایج بیانگر حساسیت نسبتا  یکسان هر دو میکروگرم در لیتر از نانوذ 25از آن غلظت 
                                                   

 sdorafshan@cc.iut.ac.ir نویسنده مسئول:*
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هاي بالا بر تغییرات بافتی در هر دو بافت                                                      ً        بافت به عوامل آلاینده بود. اثرگذاري نیترات نقره خصوصا  در غلظت
ره براي تواند بیانگر سمیت بالاتر نیترات نق داري بیشتر از نانوذرات نقره بود که میطور معنی آبشش و کبد به

  عروس ماهی زاینده رود در مقایسه با نانوذرات نقره باشد. 
  

  شناسی شناسی، نانوذرات، نیترات نقره، بافت سم، P. esfahani هاي کلیدي: واژه
  

  مقدمه
 1-100توانایی دستکاري ماده در مقیاس اتمی و مولکولی و تولید محصولاتی با قطر حداقل برابر با   

شناسی، فیزیک، داروسازي و علوم  وسیع علم نانوتکنولوژي در شیمی، زیستنانومتر سبب کاربرد 
). افزایش تولیدات و محصولات نانو به ناچار Masciangioli and Zhang, 2003مهندسی شده است (

ذرات هاي آبی محل ورود و تجمع بسیاري از این نانوشوند. محیطمواد میمنجر به افزایش فاضلاب نانو
هاي شیمیایی هستند و لذا در نهایت این ترکیبات پس از ورود به محیط زیست در کنش با و فاضلاب

طور  کننده این ترکیبات هنوز بهگیرند. اثرات مضر و تخریبموجودات زنده و عوامل غیر زنده قرار می
زیست شده است هایی براي سلامت انسان و محیط کامل شناخته نشده که خود سبب ایجاد نگرانی

)Scown et al., 2010 اي دارند دلیل خاصیت ضد میکروبی کاربردهاي گسترده نقره به). نانوذرات
 Perelshtein etدهند (که بالاترین کاربرد نانومواد در صنایع مختلف را به خود اختصاص می طوري به

al., 2008 تنش اکسیداتیو،  توانند منجر به افزایش پراکسیداسیون چربی، ایجادنقره می). نانوذرات
). فرآیند Arora et al., 2008ریزي شده سلولی شوند (کاهش عملکرد میتوکندریایی و مرگ برنامه

دلیل شکل و یا اندازه  تواند به نقره احتمالاً متفاوت از فلز نقره باشد، این مسأله میسمیت نانوذرات 
نقره باید همواره با اثرات براین سمیت نانوذرات نانوذرات یا میزان رهاسازي یون نقره از نانوذرات باشد، بنا

  ).Scown et al., 2010; Johari et al., 2014هاي برابر از یون نقره مقایسه شود (حاصل از غلظت
شوند. سطوح مختلف بدن فلزات در شرایط متفاوت محیطی به طرق مختلف جذب بدن ماهی می  

است محلی براي انتقال، رسوب و تجمع فلزات سنگین ماهی که در تماس با محیط قرار دارند ممکن 
ها به همراه پوست از شود. آبششترین مسیر در جذب فلزات سنگین محسوب میباشند. آبشش، مهم

 Genten etبیند (ها آسیب میطور مستقیم تحت تأثیر آلاینده هایی هستند که به جمله مهمترین اندام
al.,2009 هاي تنفسی، تنظیم اسمزي، دفع کرد مختلفی همچون تبادل گازماهیان داراي عمل). آبشش

هاي خاصی بوده که در ها، داراي ویژگیباشند و به جهت این عملکردباز می -نیتروژن و تعادل اسید
عنوان غده  کبد (به ).Hibiya, 1982تبادل مواد شیمیایی سمی بین ماهی و محیط، اثرگذار هستند (

زدایی و نگهداري هموستاز متابولیک بدن و نیز اهیان) نقش مهمی در سماصلی در دستگاه گوارش م
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ها و هاي پلاسما دارد. این بافت همچنین اندام هدف اولیه گزنوبیوتیکنقش کلیدي در سنتز پروتئین
  ها مطرح هستند.انباشت آن

شده است. بافت مطالعات متعددي در زمینه اثر نانوذرات بر ساختارهاي بافتی در ماهیان گزارش   
نقره دچار  پس از مواجهه با نانوذرات نقره و نیترات )Danio rerioآبشش ماهی گورخري بالغ (

شناسی شد. در این تحقیق تیمار نیترات نقره منجر به افزایش بیشتر ضخامت تغییرات مختلف آسیب
. تغییرات )Griffitt et al., 2009(نقره شد آبششی در مقایسه با تیمار نانوذرات هاي رشته

کمان رنگین آلاينقره در آبشش قزل داري را در اثر مواجهه با نانوذراتهیستوپاتولوژیک معنی
)Oncorhynchus mykiss( ) مشاهده نشدScown et al., 2010 .(غییرات بافتی ناشی از ترین تمهم

هایپرپلازي و (بشش آ در بافتکمان آلاي رنگیندر محیط پرورشی قزلنانوذرات نقره حضور 
) در اثر مواجهه با کلوئید نانوذرات نقره پدید انیفلامیشن، چسبیدگی و نکروز ریزپرزها(روده  و )هایپرتروفی

بر  (TiO2 NPs)اثرات مخرب نانوذرات دي اکسید تیتانیوم  2009). در سال Johari et al., 2014آمد (
ها با دي اکسید تیتانیوم منجر به افزایش  لارو ماهی کپور معمولی نشان داد که در معرض قرارگیري آن
هاي آبششی و نیز واکوئله شدن، نکروز و ضخامت لاملاها، ادم، ادغام یا همجوشی و هایپرپلازي رشته

ات و نیترات نقره بر ). اخیراً  اثرات مخرب نانوذرLinhua et al., 2009لیپیدوزیس در کبد شد (
 ,.Razmara et alشناسی (هاي خون) و برخی ویژگیRazmara et al., 2013ساختار بافت آبشش (

مورد اشاره قرار گرفته  )Pangasianodon hypophthalmusکمان ( ماهی رنگین) در گربه2014
  است.
کپورماهیان  خانواده اي بومی از) گونهPetroleuciscus esfahani(رود ماهی زایندهعروس  

)Cyprinidaeنمک پراکنش دارد.  رود و حوضه دریاچهگونه در حوضه دجله، زاینده ) در ایران است. این
رود بوده و لذا از منظر اکولوژیک و اما پراکنش اصلی آن در مناطق میانی و بالادست رودخانه زاینده

). اثر مخرب فلزاتی نظیر Keivany et al., 2015صید ورزشی در این حوضه بسیار حایز اهمیت است (
). با این وجود، Grosell et al., 1999عنوان یک فلز سنگین بر ماهیان اثبات شده است ( نقره به

هایی در نوع و شدت پاسخ به حضور این عنصر در آب به صورت یون یا نانوذره وجود همواره تفاوت
تر هاي محتمل با محیط آبی و نیز تنوع زیاد آبزیان وسیعدلیل کنش ها بهداشته است. دامنه این تفاوت

نقره محلول در آب در دو غلظت متفاوت و مقایسه می شود، لذا این تحقیق با هدف ارزیابی اثر نانوذرات 
عنوان  رود بهشناسی بافتی عروس ماهی زایندههاي متناظر از نیترات نقره بر تغییرات آسیبآن با غلظت

  اهمیت اکولوژیک اجرا شد.یک گونه حایز 
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  هاروش و مواد
گرم و  4/26 ± 3/1رود میانگین وزنی ماهی زایندهقطعه عروس 100 براي انجام این پژوهش، ابتدا  

 خطاي استاندارد) از چشمه دیمه واقع در استان چهارمحال ±متر (میانگین  سانتی 5/12 ± 33/0طولی 
گردید. ماهیان پس از صید در شرایط استاندارد به سالن آکواریوم  صیدبختیاري با استفاده از تورپره  و

روز جهت سازش با  10 مدت ها به آن. طبیعی دانشگاه صنعتی اصفهان منتقل شدند دانشکده منابع
لیتر، هوادهی شده و پرشده  100 هایی با حجم کلیداري شدند و سپس به آکواریومشرایط جدید نگه

 5 قطعه ماهی بود و آزمایش در 15 هر آکواریوم شامل. بدون کلر مستقر شدند کشی شهريبا آب لوله
 1AgNO3 ،(µg/Lنقره ( نیترات µg/L1)، 1AgNPsنقره ( نانوذرات µg/L 1 هايگروه شامل غلظت

 .) و گروه شاهد اجرا شد25AgNO3نقره (نیترات  µg/L 25) و 25AgNPsنانوذرات نقره ( 25
منظور  ) بهµg/L1ارایه شده است. غلظت پائین ( 1مشخصات نانوذرات نقره مورد استفاده در جدول 

بردن به سمیت منظور پی  ) بهµg/L25ارزیابی اثرات سمیت این مواد در محیط طبیعی و غلظت بالا (
دند شود، طی آزمایش مجزایی انتخاب شمانی میترین غلظتی که سبب کاهش زندهبحرانی یا کم

)Raki, 2014(. منظور مقایسه غلظت یکسان از نقره در دو ترکیب نانوذره و نیترات نقره، مقادیر  به
که حدود   طوري نقره در نمک نیترات نقره و نیز درصد خلوص آن مورد توجه قرار گرفت. بهحقیقی یون 

ي نیترات نقره این ها برادرصد از نمک مذکور به یون نقره اختصاص داشت و جهت محاسبه غلظت 63
روز در تماس با این مواد بودند و در طولانی مدت تغذیه  10 مدت ها بهمهم در نظر گرفته شد. ماهی

ها است و همچنین  که اثر نانوذرات بسیار متأثر از قطر آن لحاظ این ). بهSun et al., 2008(نشدند 
ها حداقل به  است تا پیش از استفاده از این آنها به اتصال به یکدیگر و افزایش اندازه، لازم  تمایل آن

ها  ها عمل سونیکاسیون بر روي آن دقیقه جهت تفکیک ذرات از یکدیگر و توزیع یکنواخت آن 30مدت 
ساعت قبل از اضافه کردن  24 هاي آزمایشتانک .)Razmara et al., 2013 and 2014صورت گیرد (

شده و مجدداً قبل از اضافه کردن ماهی به غلظت مورد نظر رسیدند، سپس شسته  ماهی به غلظت مورد
هوا و شیشه تانک نظر رسیدند تا میزان کاهش غلظت ذرات موردنظر که در اثر چسبیدن به سنگ 

بار تحت شرایط ساعت یک 48 نظر هر تعویض آب و تنظیم غلظت مورد. شود، به حداقل برسد ایجاد می
  ). Schrand et al., 2008شد (انجام ) Static-renewal( تجدید - ساکن
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  )Salari Joo et al., 2013نقره (گیري شده کلوئید نانوذرات برخی از مشخصات اندازه - 1 جدول
  توضیحات  نوع یا مقدار  روش سنجش  پارامتر
 با غلظت اعلام شده از کارخانه تولیدي اختلاف ناچیزي دارد. ICP-AES  3980  mg/L  غلظت
 -  کروي TEM  شکل

  اندازه ذرات
5/163تا  Zetasizer  9/3  (قطر هیدرودینامیکی)  nm 1/54 تر ازاز ذرات قطر هیدرودینامیکی کم درصد  

 nm 100 .دارند  
میانگین قطر 
Zetasizer  8/54  هیدرودینامیکی nm - 

  دارند. nm1-13از ذرات قطري بین  درصد TEM  129 nm 14/65  قطر بیشینه
  کلوئید نانوذرات نقره وجود دارد. تنها عنصر نقره در EDX  خلوص

  
هاي فیزیولوژیک آبزیان در مواجهه با شرایط نامطلوب زیستی از جمله حضور که پاسخ به لحاظ این  

هاي فیزیکوشیمایی آب خصوصاً درجه حرارت و ها خصوصاً فلزات سنگین در آب متأثر از ویژگیآلاینده
ها درطول دوره سهم رتبه صورت گرفت. دما با دماسنج و اکسیژن سختی است، لذا سنجش این ویژگی

)، WTW DO meter, USAمتر (مدل وسیله اکسیژن و هدایت الکتریکی به ترتیب به pHمحلول، 
pH  متر (مدلResearch Jenway 3330, UK و (EC مدل) 4310 متر, UK Research Jenway (

نانومتر با  275و  220هاي تیتراسیون و جذب در طول موجگیري شد. میزان آمونیوم به روش اندازه
گیري شد. براي سنجش فسفات کل از ساخت کشور ژاپن) اندازه  Jascov- 530اسپکتروفتومتر (مدل

 HClنانومتر و قلیائیت از طریق تیتراسیون آب با  880موج تیتراسیون و اسپکتروفتومتري در طول 
 Radojevicگیري شد (نرمال اندازه HCl 1/0لیتر آب با میلی 100 مولار و سختی با تیتراسیون 02/0

and Baskin, 2006( . در طول دوره دما در گستره)اکسیژن محلول )گراددرجه سانتی 5/22- 20 ،
، )متر سانتی میکروزیمنس بر 5/419()، هدایت الکتریکی 8-8/7( pHگرم برلیتر)، میلی 8/5-9/6(

برلیتر  گرممیلی 204(و سختی ) میلیون قسمت در 09/0کل (، فسفات)لیترگرم برمیلی 9/1(آمونیوم 
  بود. ) کربنات کلسیم

صورت  آبشش و کبد حداقل چهار قطعه ماهی از هر تیمار به در پایان آزمایش، روز دهم، بافت  
سپس مراحل تثبیت شد.  4/7برابر  pHدرصد با  10ها در فرمالین بافر برداري شد. نمونهتصادفی نمونه

سازي با استفاده از گزیلول، پارافینه کردن، با درجات مختلف، شفاف مختلف آبگیري از طریق الکل
ائوزین  - آمیزي اسلایدهاي بافتی به روش کلاسیک هماتوکسیلین گیري و برش اجرا شد. رنگ قالب

 5الی  4ضخامت  اسلاید با 3). از هر بافت هر قطعه ماهی، حداقل Mumford, 2004انجام گردید (
شناسی با استفاده از میکروسکوپ ها براي مشاهده هر گونه علائم تغییر آسیبمیکرون تهیه شد. بافت

نوري ارزیابی شدند. تغییرات ساختاري آبشش نظیر هایپرتروفی، هایپرپلازي، نکروز و ادم و براي بافت 
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محتمل در مقایسه با گروه شاهد مورد اي و سایر تغییرات ریختی کبد پرخونی، نکروز، کاریولیز هسته
ها و  هایپرتروفی به مفهوم بررسی قرار گرفت. در این تحقیق هایپرپلازي به معنی افزایش تعداد سلول

ها فعالیت ها و بافتاي که در آن سلولعنوان ضایعه  نظر قرار گرفت. نکروز به ها مدافزایش اندازه سلول
هاي دچار نکروز، تغییرات هسته و در نظر گرفته شد. سلول میرند،کمتري دارند و یا حتی می

هاي نکروز شده دچار  دهند. همراه با نکروز کانونی معمولاً هسته سلول سیتوپلاسمی را نشان می
شوند. در مرحله پیکنوزه شدن، اي و کاریورکسی میاي، کاریولیز هستهتغییراتی مانند پیکنوزیس هسته

شود. در مرحله کاریورکسی، تکه تکه شدن غشاي شود و هستک دیده نمیهسته چروکیده و تیره می
دهد. در مرحله کاریولیز نیز تقریباً هسته متلاشی شده است هسته و قطعه قطعه شدن کروماتین رخ می

)Genten et al., 2009.(  
 ,.Bernet et al(شناسی از روش پیشنهادي براي شرح کمی تغییرات بافت سازي آسیب بافتی:کمی

عنوان  شد. به استفاده) Riba et al., 2005شناسی از روش (و براي توصیف شدت تغییر آسیب) 1999
هاي آسیب هاي ثانویه آبششی در صورتی که تعداد رشتهها و تیغهمثال براي بررسی هایپرپلازي رشته

رشته  20-10. آسیب ) در نظر گرفته شد-رشته بود، بافت بدون آسیب و با علامت ( 10دیده کمتر از 
عنوان آسیب متوسط، آسیب  رشته با علامت (++)، به 30-20با علامت (+) و به صورت آسیب خفیف، 

رشته با علامت (++++) و  40عنوان آسیب شدید و آسیب بیش از  رشته با علامت (+++) به 30-40
هاي شدن تیغهايحلقه نظیرهاي بافتی عنوان آسیب بسیار شدید در نظر گرفته شد. براي سایر آسیب به

سازي شدت آسیب از هاي ثانویه نیز رویه مشابهی اتخاذ شد. براي کمیثانویه آبششی و نکروز تیغه
  :)Bernet et al., 1999(شاخص اندام با استفاده از فاکتور اهمیت و ارزش نمره استفاده شد 

Iorg=∑rp∑alt(aorg rp alt×worg rp alt) 
 

Iorgا ارگان، : شاخص اندام یOrg : ،اندام یا بافت مورد مطالعه در اینجا آبشش یا کبدalt ،تغییرات :rp :
عنوان مثال هایپرپلازي بافت  : فاکتور اهمیت. بر اساس این فرمول بهw: ارزش نمره، aالگوي واکنش، 

درجه  . شاخص اندام،)Bernet et al., 1999(است  4و ارزش نمره برابر  2آبشش داراي فاکتور اهمیت 
ضرب اهمیت فاکتور و ارزش نمره همه تغییرات  دهد که حاصلآسیب یک اندام یا بافت را نشان می

  یافت شده در بافت مورد آزمایش است.
هاي آنالیز آماري شامل مقایسه فراوانی و شدت ضایعات ایجاد شده در بافت آبشش و کبد گروه  

ز نظر کمی بین دو بافت مذکور در یک گروه آزمایشی آزمایشی و نیز مقایسه شدت تغییرات ایجاد شده ا
اسمیرنف سنجیده شد.  - ها با استفاده از آزمون کولموگرافاین منظور ابتدا پراکنش نرمال داده بود. به

و آزمون آنالیز  ver (SPSS:18افزار (میزان شدت تغییرات وارده به آبشش یا کبد با استفاده از نرم
ها داري در تمام آزمون) و آزمون چند دامنه دانکن مقایسه شد. سطح معنیANOVAطرفه ( واریانس یک

05/0p< صورت  ها بهو دادهmean±SE 2007از  بیان شد. جهت رسم نمودار Excel .استفاده شد  
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  نتایج
 ماهیشناسی بافت آبشش عروستغییرات آسیب با بررسیشناسی بافت آبشش: تغییرات آسیب

هاي بافتی در ماهیان گروه شاهد نیز هاي مختلف مشاهده گردید که برخی آسیبرود در گروهزاینده 
ها به طرز ها به آب آکواریوم ماهیان، شدت آسیبوجود داشت. با این وجود با افزودن آلاینده

چشمگیري افزایش یافت. پرخونی، ادم و هایپرپلازي از جمله عوارض شایع در بافت آبشش ماهیان پس 
  ).1رارگیري با سطوح بالاي نیترات نقره یا نانوذرات نقره بود (شکل از در معرض ق

  

  
) پس از مواجه با نانوذرات نقره P. esfahaniماهی زاینده رود (انواع تغییرات بافتی مشاهده شده در آبشش عروس - 1شکل 

، 1AgNO3ترتیب مرتبط با بافت آبشش ماهیان گروه شاهد،  هاي الف تا ح به. شکل400xبزرگنمایی ، و نیترات نقره
25AgNO3 ،1AgNPs  25وAgNPs با شود، هاي آزمایشی حتی گروه شاهد مشاهده میاست. عوارض بافتی در تمامی گروه

هاي ثانویه در تصاویر (ج هاي بافتی خصوصاً ادم و هایپرپلازي و پرخونی یا گرزي شدن انتهاي تیغهاین وجود، شدت آسیب
: EC: لاملاي ثانویه، SL: لاملاي اولیه، PL: گلبول قرمز، RBCو ح) ناشی از حضور غلظت بالاي مواد آلاینده بیشتر است. 

  : ادم.edهاي ثانویه،  : کوتاه شدن تیغهSSL: پرخونی، He: هایپرپلازي، Hp: سیاهرگ مرکزي، CVSهاي اپیتلیال، سلول
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شناسی بافت هاي آبششی نیز مشخص گردید که اگرچه تغییرات آسیبکمی آسیبدر توصیف نیمه  
نقره آبشش در همه تیمارها وجود دارد، شدت آن از گروه شاهد تا غلظت بالاي نانوذرات نقره و نیترات 

هاي آزمایشی مشاهده شد اما شدت آن در گروه شاهد یابد. هایپرپلازي در تمام گروه افزایش می
خیلی  25AgNPsو  25AgNO3هاي متوسط و در گروه 1AgNPsو  1AgNO3 هايگروه ضعیف، در

 1AgNPsضعیف، در تیمارهاي  1AgNO3شدید ارزیابی شد. شدت پرخونی در ماهیان مرتبط با گروه 
هاي ثانویه فقط در ماهیان شدید بود. کوتاه شدن تیغه 25AgNPsمتوسط و در تیمار  25AgNO3و 

صورت خیلی شدید مشاهده شد. از طرف دیگر، عارضه ادم فقط در ماهیان تیمار  به 25AgNO3گروه 
25AgNPs  25وAgNO3 2ترتیب متوسط و شدید ارزیابی شد (جدول  مشاهده شد و شدت آن به.( 

  
پس از مواجه با نانوذرات  )P. esfahani( رودهاي آبشش عروس ماهی زایندهبندي کمی آسیبدرجه -2جدول 

  نقرهنقره و نیترات 

  تیمار  آسیب
  1AgNO3 1AgNPs  25AgNO3  25AgNPs  شاهد

  ++++  ++++  ++  ++ +  هایپرپلازي
  +++  ++  ++  +  _  پرخونی

  ++  +++  _  _  _  ادم
  _  +++  _  _  _  هاي ثانویه کوتاه شدن تیغه

  خیلی شدید ++++.، ضعیف +، متوسط ++، شدید +++، 0ارزش نمره: خیلی ضعیف 
  

هاي رود در گروهزاینده ماهینقره و نیترات نقره بر بافت آبشش عروسمقایسه کمی تأثیر نانوذرات   
)، صورت گرفت. این شاخص در گروه شاهد معادل Iorgمختلف با استفاده از محاسبه شاخص اندام (

). در ماهیان متعلق به p>05/0( داري کمتر از سایر تیمارها ارزیابی شد طور معنی بود که به 33/2
افزایش یافت که  33/6و  33/5ترتیب به حدود   شاخص اندام به 1AgNPsو  1AgNO3هاي گروه

 25AgNPsداري بیشتر از گروه شاهد بود. شدت تغییرات بر اساس شاخص اندام در گروه  طور معنی به
دار شاخص در  گر افزایش معنیمحاسبه شد که بیان 66/19 معادل 25AgNO3و تیمار  33/13معادل 

). از نظر کمی، بالاترین مقدار >05/0pها بود (هاي پایین آلاینده ها در مقایسه با غلظت این گروه
دیده شد، که در  25AgNPsو سپس  25AgNO3ترتیب در تیمار  ها، بهشاخص، مرتبط با شدت آسیب

گیري از نانوذره نقره بالاتر بود مقایسه آماري، شدت آسیب در تیمار نیترات نقره به طرز چشم
)05/0p< 2) (شکل.(  
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 .P( رودماهی زایندهبافت آبشش در عروس Iorgتغییرات خطاي استاندارد) میزان شاخص ±میانگین ( - 2شکل 

esfahani( هاي داراي حرف مشابه، فاقد اختلاف معنیهاي مختلف آزمایشی. میانگین در گروه) 05/0دار هستندp>(.  
  

رود در زاینده ماهیشناسی بافتی کبد عروستغییرات آسیب شناسی بافت کبد:تغییرات آسیب
) ارایه شده است. در گروه شاهد، فضاهاي سینوزوئیدي و 3هاي مختلف آزمایشی در شکل ( گروه

 شود. تیمار ماهیان با نیترات نقره در غلظت یک میکروگرم در هاي هپاتوسیت در تصویر دیده می سلول
اي شد. کبد ماهیان تیمار لیتر منجر به بروز عوارضی هرچند خفیف نظیر نکروز کانونی و کاریولیز هسته

اي را نشان داد. با افزایش غلظت نیترات نقره در آب، ، عوارضی نظیر کاریولیز هسته1AgNPsشده با 
اي، پرخونی و هسته، پیکنوزیس 25AgNO3که ماهیان تیمار  طوري کبد با آسیب بیشتري مواجه شد به

 25AgNPsهاي بافت کبد در ماهیان تیمار نکروز کانونی را با فراوانی نسبتاً بالایی نشان دادند. آسیب
نسبتاً مشابهه با غلظت بالاي نیترات نقره بود و عوارضی همچون پرخونی، نکروز کانونی و پیکنوزیس 

  ).3اي را نشان داد (شکل هسته
شناسی بافت کبد، عوارض با شدت متفاوت در ماهیان تغییرات آسیبکمی در مقایسه نیمه  

). در بافت 3برداري شده از تمامی تیمارهاي آزمایشی به جز گروه شاهد مشاهده شد (جدول  نمونه
هاي کبدي و با هسته سلولی واضح قابل تشخیص بود. نکروزکانونی سالم کبد ماهیان گروه شاهد، سلول

جز گروه شاهد بود با این وجود شدت آن در  یان تیمارهاي مختلف آزمایشی بهاي شایع در ماه عارضه
و  25AgNPsاز نیترات نقره بسیار شدید و در غلظت  25µg/lماهیان قرارگرفته در معرض غلظت 

1AgNO3  متوسط ارزیابی شد. پرخونی در کبد در هر دو گروه ماهیان در معرض قرار گرفته با
خیلی  25AgNO3ات و نیترات نقره مشاهده شد، اما شدت عارضه در گروه هاي بالاي نانو ذر غلظت

هاي بالاي  اي خاص غلظت اي عارضهشدید برآورد شد. پیکنوزیس هسته 25AgNPs شدید و در گروه
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هاي اندك این دو ترکیب یا گروه شاهد مشاهد نشد  نیترات نقره یا نانوذرات نقره بود و در غلظت
  ). 3و شکل  3(جدول 

  

  
رود پس از مواجه با نانوذرات نقره و ماهی زایندهانواع تغییرات بافتی مشاهده شده در کبد عروس - 3 شکل

، 1AgNO3ترتیب مرتبط با بافت کبد ماهیان گروه شاهد،  هاي الف تا ه به. شکل400Xنیترات نقره، بزرگنمایی 
1AgNPs،25AgNO3  25وAgNPs آزمایشی حتی گروه شاهد مشاهده  هاياست. عوارض بافتی در تمامی گروه

اي و نکروز کانونی در تصاویر (د و ه) هاي بافتی خصوصاً پیکنوزیس هستهشود، با این وجود، شدت آسیبمی
)، کاریولیز FNنیترات نقره بیشتر است. نکروز کانونی ( ناشی از حضور غلظت بالاي مواد آلاینده، خصوصاً

  ).Hc). سلول کبدي (Hm)، پرخونی (NPاي ()، پیکنوزیس هستهNKاي ( هسته
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پس از مواجه با نانوذرات نقره  )P. esfahani( رود ماهی زایندههاي کبد عروسبندي کمی آسیب درجه -3جدول 
  نقرهو نیترات 

  تیمار  آسیب
  1AgNO3 1AgNPs  25AgNO3  25AgNPs  شاهد

  +++  ++++  _  _  _  پرخونی
  ++  ++++  _  ++  _  نکروز کانونی

  ++  ++  _  _  _  اي هسته پیکنوزیس
  _  _  +  ++  _  اي کاریولیز هسته

 ، ضعیف +، متوسط ++، شدید +++، خیلی شدید ++++.0ارزش نمره: خیلی ضعیف 
  

سازي شد. مقایسه آماري شدت تغییرات بافتی بر ها بر مبناي شاخص اندام، کمیشدت آسیب  
بیشترین ). >05/0p(دار در بین تیمارهاي مختلف بود اساس شاخص اندام بیانگر وجود تفاوت معنی

طور  برآورد گردید که به 33/21با مقداري در حدود  25AgNO3شدت شاخص اندام در تیمار 
داري بالاتر از مقادیر شاخص اندام در سایر تیمارها و در نتیجه نشان دهنده آسیب شدید بافتی به  معنی

نیترات نقره محلول در آب بود. مقدار شاخص اندام در تیمار کبد ماهیان تحت تأثیر مقادیر بالاي 
25AgNPs میکروگرم در  25سنجش شد که پس از ماهیان قرار گرفته در معرض غلظت  14، معادل

کبد در ماهیان ). شاخص اندام بافتp>05/0هاي آزمایشی بالاتر بود ( لیتر نیترات نقره، از سایر گروه
 3و  12ترتیب در مقادیر حدود  در سطح نسبتاً نازلی و به 1AgNPs و 1AgNO3متعلق به تیمارهاي 

). در مجموع p>05/0داري از مقادیر این شاخص در تیمار شاهد بالاتر بود ( طور معنی قرار داشت که به
میکروگرم در لیتر از نیترات یا نانوذره نقره،  25و  1هاي با مقایسه نتایج آسیب بافتی کبد در غلظت

نتیجه گرفت نیترات نقره همواره آسیب بافتی شدیدتري را در بافت کبد در مقایسه با نانوذره توان  می
  ).3) (جدول 4و  3هاي نقره ایجاد کرده است (شکل

  
 .Pرود (ماهی زایندهبافت کبد در عروس Iorgخطاي استاندارد) میزان شاخص تغییرات  ±میانگین ( -4 شکل

esfahaniدار هستند.هاي داراي حرف مشابه، فاقد اختلاف معنیآزمایشی. میانگینهاي مختلف  ) در گروه  

d

c

a

b

٠

۵

١٠

١۵

٢٠

٢۵

شاھد 1AgNPs 1AgNO₃ 25AgNO₃ 25AgNPs

بد 
ت ک
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گروه هاي آزمایشی
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  گیري بحث و نتیجه
هاي محیطی سنجی در ارزیابی آلودگیعنوان یک نشانگر زیستی ریخت هاي حیاتی، بهتغییرات در اندام  

پذیري بالایی با  کنشدلیل اندازه بسیار کوچک و نسبت سطح به حجم زیاد وا نقره به  نانوذراترود. کار می به
). پاسخ به تنش در Scown et al., 2010کنند (زا عمل میعنوان یک عامل تنش غشاي سلول دارند و به

تواند منجر به مرگ آبزي شود و در نهایت میدرون ریز کنترل می - ماهیان توسط سیستم پیچیده عصبی
  ).Mayer et al., 2003شود (

قرار گرفتن ماهی در معرض نانوذره یا نیترات نقره، اختلالات شدیدي گونه که بیان شد، پس از  همان  
هاي اپیتلیوم بافت آبشش مشاهده شد، اگرچه این اختلالات تا حدودي در گروه شاهد نیز وجود در سلول

توان در صید ماهیان از محیط طبیعی و احتمالاً حضور برخی مواد آلاینده در  داشت، که علت آن را می
 Orojali etها جستجو کرد. در این خصوص عروجعلی و همکاران ( ودخانه محل زندگی آنمحیط آب ر
al., 2013) حضور علایم اولیه آسیب آبششی را در ماهیان استرلیاد ،(Acipenser ruthenus در گروه ،(

ر شاهد گزارش کردند و بیان نمودند که حضور این عوارض احتمالاً بیانگر در معرض قرارگیري ماهی د
مراحل قبلی آزمایش با برخی مواد آلاینده آب باشد. حضور ترکیبات آلاینده مختلف در رودخانه زاینده 

 ,.Dorafshan et alرود، حتی در مناطق بالادست گزارش شده است، از آن جمله، درافشان و همکاران (
رود گزارش ودخانه زایندههاي نسبتاً بالاي کادمیوم و کروم را در ماهیان مناطق بالادست ر ) غلظت2015

)، به حضور عوامل آلاینده سیستم Gilannejad et al., 2016نژاد و همکاران (کردند. همچنین، گیلان
هاي بافتی آبشش حتی در  رسد وجود آسیب رود پرداختند. لذا به نظر میاندوکراینی در آب رودخانه زاینده

مراحل پیشین آزمایش با مواد آلاینده در محیط طبیعی دلیل در معرض قرارگیري ماهی در  گروه شاهد به
هاي این بافت تأثیرگذار باشد. تواند بر فعالیت حیاتی سلول هاي بافتی آبشش میها باشد. آسیب زیست آن

). Khoshnood et al., 2011این تغییرات همچنین ممکن است نقش دفاعی را علیه آلودگی ایفا کنند (
ات مضر مواد شیمیایی بر آبشش ماهیان اختلال در انتشار گازها و تبادل طور کلی، یکی از اثر به

هاي آبشش (هایپرپلازي) بر اثر تماس با مواد شیمیایی ها است. در این رابطه افزایش تعداد سلول یون
تواند سبب بهبود عملکرد آبشش براي مقابله با این مواد شود. تورم و هایپرپلازي اپیتلیوم آبشش می
اند منجر به افزایش فاصله انتشار بین جریان آب و خون شده و در نتیجه کاهش احتمال ورود تومی

هاي ثانویه ممکن است ضخامت فلز سنگین به خون شود. همچنین تغییرات گسترده در اپیتلیوم تیغه
را با اپیتلیوم را افزایش داده و در نهایت منجر به کاهش نرخ ورود نقره به گردش خون شود و یا آن 

شناسی بافتی ایجاد رسد تغییرات آسیبنظر می  بنابراین به ).Orojali et al., 2013تأخیر مواجه کند (
نقره نوعی پاسخ فیزیولوژیک ماهی زاینده رود پس از مواجه با نانوذرات و نیترات شده در آبشش عروس
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هاي وارده به بدن خود ایجاد آسیب است که جاندار براي ممانعت از ورود این مواد به بدن و جلوگیري از
  کرده است.

نقره سبب ایجاد بیشترین آسیب در بافت آبشش شد. گرچه در این تحقیق غلظت بالاي نیترات   
هایی نسبت به گروه شاهد شد. نقره در ماهیان آب غلظت بالاي نانوذرات نقره نیز سبب ایجاد ناهنجاري

شیرین از جمله مواد داراي پتانسیل سمی براي بافت آبشش است که سبب اختلال در عملکرد پمپ 
Na+/K+ شود (میMorgan et al., 2004 پاسخ مورفولوژیکی آبشش پس از مواجه با نقره در .(

رود مانند سایر مواد سمی سبب به هم  انتظار میخوبی شناخته شده نیست، اما  ماهیان آب شیرین به
هاي ). نتایج مشابهی روي سایر گونهGriffitt et al., 2007ریختن تعادل و تنظیمات یونی شود (

تواند نسبت به گونه ماهی، غلظت ماده و ماهیان منتشر شده است، اگرچه شدت و نوع این تغییرات می
شناسی عنوان مثال، آنالیزهاي بافت ). بهLee et al., 2012(گذاري متفاوت باشد طول دوره در معرض

تواند سبب در ماهی کپور معمولی نشان داد که نانوذرات نقره اثرات مخربی بر بافت آبشش داشته می
هاي موکوسی و هایپرپلازي اپیتلیوم لاملا هاي آبششی، افزایش در اندازه و تعداد سلولدوشاخگی رشته

نیز نانوذرات نقره سبب اختلال در عملکرد آبشش براي  )Perca fluviatilis(شود. در ماهی سوف 
رسد این مواد بر سطح آبشش اثر نظر می گرفتن اکسیژن در شرایط کمبود اکسیژن در آب شد. به
). در تحقیق Bilberg et al., 2010شود (گذاشته که در نهایت منجر به اختلال در تبادل گازها می

روز در تماس با غلظت  10کمان به مدت رنگین آلايانجام گرفت ماهی قزل 2013ل دیگري که در سا
از نانوذرات مس و یون مس (حاصل از سولفات مس) قرار گرفت. نتایج میکروگرم در لیتر  100و  20

شناسی بیانگر بروز هایپرپلازي، افزایش تعداد سلول و نکروز در بافت آبشش بود. تغییرات بافت
شود و شدت آن در تیمارهاي شناسی بافتی نانوذرات مس با تغییر نسبت به یون مس ظاهر می آسیب

  ).Al-Bairuty et al., 2013یون مس بیشتر از نانوذرات مس بود (
زدایی در بدن ماهی است که نسبت به کبد، اندامی مهم براي تنظیم سوخت و ساز و فعالیت سم  

شناسی بافت کبد پس از تحقیقات متعددي به بررسی پاسخ آسیبها بسیار حساس است. حضور آلاینده
گرم بر  میلی 4/0و  2/0، 1/0هاي عنوان مثال، بررسی غلظت است. بهمواجهه با مواد آلاینده پرداخته

نشان داد که فلز سرب باعث تغییرات ) Rutilus caspiusلیتر فلز سرب بر بافت کبد ماهی کلمه (
اي، نکروزکانونی و تجمع د از جمله واکوئله شدن، پرخونی، پیکنوزیس هستهشناسی بافتی در کبآسیب

). هر دو ترکیب Mohammadzadeh et al., 2011هاي ملانوماکروفاژها شد (هموسیدرین در سلول
کمان را رنگینآلاي ) تأثیر مشابهی بر بافت کبد در قزلCuSO4) و سولفات مس (CuNPsنانوذره (

اي، واکوئله شدن سیتوپلاسم، نکروز  اجهه نشان دادند که شامل پیکنوزیس هستهپس از چهار روز مو
هاي بافتی کبد در پاسخ ).Al-Bairuty et al., 2013کانونی و همچنین افزایش ملانوماکروفاژها بود (
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جیوه قرار گرفته بود شامل نکروزکانونی،  که در معرض جیوه و متیل )Hoplias malabaricusماهی (
  ).Mela et al., 2007ها بود (اي و آتروفی هپاتوسیت کاریولیز هسته

هاي بافتی در در تحقیق حاضر نیز هر دو ترکیب نانوذره نقره و نیترات نقره منجر به بروز آسیب  
در آب افزایش یافت با این ها با افزایش غلظت این مواد رود شد. شدت آسیبماهی زایندهکبد عروس

هاي یکسان مشابه نظیر رسد که اثرگذاري منفی نیترات نقره بر بافت کبد در غلظتوجود به نظر می
پذیري زیستی رسد واکنش نظر می آنچه در بافت آبشش مشاهده شد، بیش از نانوذره نقره است. به

بالاتر در بروز این پدیده مؤثر باشد.  دلیل نسبت سطح به حجم نقره نسبت به نانوذرات بهبیشتر یون 
تواند در شدت و گذاري و قطر ذرات نانو میاگرچه عوامل متعددي نظیر نوع گونه، مدت زمان در معرض

طورکلی بروز این ضایعات بافتی به  ). بهScown et al., 2010نوع پاسخ بافتی بسیار تأثیرگذار باشد (
هاي عنوان یکی از جایگاه هاي کبدي است چرا که کبد بهدلیل تجمع ترکیبات سمی در داخل سلول

ها براي از بین بردن ترکیبات خارجی کند. علاوه براین هجوم ماکروفاژزدایی در بدن عمل میسم
ها شود. در مجموع رخداد چنین تغییراتی در تواند سبب ایجاد اتساع و تورم فضاي بین هپاتوسیت می

تواند فعالیت طبیعی کبد در متابولیزه نمودن موادغذایی و تولید میهاي کبدي ساختار معمول سلول
    ها و ترکیبات ضروري بدن مختل سازد.آنزیم
نظر  رود، بهماهی زایندههاي آبشش و کبد عروسطورکلی با توجه به تغییرات ایجاد شده در بافت هب  
میکروگرم در لیتر در  1اندك حدود هاي رسد هر دو ترکیب نانوذره و نیترات نقره حتی در غلظتمی

هاي حیاتی این ماهی هستند. شناسی نسبتاً وسیع بر بافتروز قادر به ایجاد تغییرات آسیب 10مدت 
هاي بافتی در گروه تیمار شده با هاي مورد مطالعه، شدت بروز آسیببا این وجود، در تمامی غلظت

پذیري بیشتر یون نقره در مقایسه با نانوذره نقره در شنیترات نقره بیشتر بود که احتمالاً بیانگر واکن
هاي هاي مورد مطالعه است. بروز چنین تغییراتی در دراز مدت شاید بتواند با تأثیر بر عملکردبافت

هاي تنشی شدید و در نتیجه کاهش رشد و مرگ آبزي شود. فیزیولوژیک آبزي، منجر به بروز پاسخ
شناسی، خونشناسی و ات آتی میزان تجمع نقره همراه مطالعات بافتشود، تا در مطالع پیشنهاد می

  ایمنولوژیکی تلفیق شده تا اطلاعات تکمیلی در این خصوص فراهم گردد.
  

  تشکر و قدردانی
پرداختی از سوي معاونت  25248/91/502هاي انجام این تحقیق از محل پژوهانه شماره هزینه  

پیکان حیرتی و نیز حمایت مالی ستاد فناوري نانو دکتر فاطمهاصفهان به  پژوهشی دانشگاه صنعتی 
نامه دانشجویی مقطع کارشناسی ارشد رشته بوم شناسی آبزیان شیلاتی ریاست جمهوري در قالب پایان

  تأمین شده است.  
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