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  بافت کبد  نیتریت سدیم و تأثیر آن بر h9650LCتعیین غلظت کشندگی 
  (Rutilus kutum Kamensky, 1901) بچه ماهی سفید

  

  چکیده
نیتریت محصول حد واسط در چرخه طبیعی نیتروژن است که افزایش غلظت محیطی آن موجبات مرگ و میر 

تعیین و سپس جهت تعیین  ماده نیاهاي اولیه محدوده کشندگی . پس از آزمایشکندیم فراهمماهیان آب شیرین را 
گروه آزمایشی و گروه شاهد)  )5گروه 6در گرم، 05/4±8/0قطعه بچه ماهی سفید با میانگین وزنی  50LC ،180دقیق 

نیتریت سدیم قرار گرفتند. آزمایشات به صورت  تریدرل گرمیلیم200، 180، 5/161، 5/144، 130هاي در معرض غلظت
ساعت) انجام شد. در مدت اجراي آزمایش  96شبانه روز ( 4) و بر اساس روش استاندارد به مدت کیاستاتساکن (

) نیتریت روي 50LCگیري و ثبت گردید. میزان متوسط کشندگی (و دماي آب روزانه اندازهاسیدیتهاکسیژن محلول، 
تعیین گردید.   Probit analysis، با استفاده از روش آماري تریدرل گرمیلیم 62/146ساعت  96بچه ماهیان سفید طی 

قراري، شنا در سطح آب و از دست دادن تعادل دیده شد. طی این بررسی در ماهیان مسموم رفتار غیر طبیعی چون بی
ساعت مورد  24به منظور مشاهده تغییرات میکروسکوپی بافت کبد، این بافت در ماهیان در حال مرگ در پایان هر 

میکرون تهیه و به روش  5درصد، مقاطع بافتی با ضخامت  10فرمالین ها در بررسی قرار گرفت. پس از تثبیت بافت
ترین ضایعات کبد مشاهده شده، خون ریزي ورید مرکزي، آتروفی، آمیزي شدند. مهمائوزین رنگ-هماتوکسیلین

ج نشان (تورم ابري) و حضور ملانین و صفرا بود. نتای Cloudy swellingنکروزه شدن هپاتوسیت، نکروز کانونی مزمن، 
 عنوان یک بیومارکر شاخص آلودگیهتواند بدادکه این ماهی جز ماهیان مقاوم در برابر سم نیتریت بوده و بافت کبد می

  نیتریت در این گونه مورد بررسی قرار گیرد.
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  مقدمه
وسیله آن غلظت هگردد که ب) ارزیابی میBioassayیک آلاینده از طریق سنجش زیستی (سمیت 

لازم جهت ایجاد تلفات نیمی از موجودات مورد آزمایش در یک دوره زمانی مشخص (کوتاه مدت یا بلند 
تأثیرات باره توان بالقوه مواد آلاینده و بررسی ها قضاوت درهدف از این آزمایششودمدت) معلوم می

  ).Kordovani, 1994باشد (بخش آن بر اکوسیستم و موجودات زنده میزیان
 شود غلظت بالايهاي بسته و متراکم که آب چرخشی استفاده میدر شرایط پرورشی و در سیستم

هاي ها در این سیستمآمونیاك دفعی ماهیSvobodova et al., 2005.(نیتریت قابل مشاهده است (
 ماده کی انعنوبهمیزان نیتریت را  امر نیا کههاي نیتروزوموناس قرارگرفته پرورشی تحت فعالیت باکتري

هاي هاي جاري نیز فعالیت). در آبPalackek et al., 1984دهند (تا حد سمی افزایش می حدواسط
ار) شاهد گذهاي شورههاي نیتریفایر (باکتريل در حضور باکتريدلیل عدم تعادزیستی گیاهان آبزي  به

  ).Scarano et al., 1984افزایش غلظت نیتریت تا حد سمی هستیم (
میزان کم در دراز وOzcanet al., 2010(( (حاد)مطالعات انجام شده حضور نیتریت را در میزان بالا

سمیت  Kroupova et al., 2008 and 2010عنوان سم معرفی کرده است بههابراي ماهیمدت (مزمن)
هاي مختلف به بسیاري از عوامل داخلی و خارجی همچون کیفیت آب، گونه ماهی، براي ماهی نیتریت

  ).Jensen, 2003; Voslarova et al., 2006هاي فردي ماهی بستگی دارد (سایز و حساسیت
یز کند، بلکه چندین مکانیسم دیگر را ننهایی مکانیسم سمی ایجاد مینیتریت علاوه بر اینکه به ت

هاي کبدي نماید. از جمله کاهش غلظت هموگلوبین و کم خونی منتج از آن، دژنره شدن سلولمیفعال
و تغییر  DNAمتعاقب کم خونی حادث شده و آسیب غشاي لیزوزومی و میکروزومال در کبد، تخریب 

  )Huertaz et al., 2002(باشدمچون بروز هیپوکلسیمی میهموستاز خارج سلولی ه
ي ایردی جنوب بخش به مربوطی آن اصل ستگاهیز .ي استاقتصادهاي مهم گونهی از کی دیسفی ماه

ي رو تاکنون کهی قاتیتحق رغمیعل). Tamarin and Kuliev( باشدیم رانیا سواحل خصوصهب خزر
ي برداربهره جهت ،است. لذا نشده سریم گونه نیا پرورش هنوز است، شده انجام ارزشمند گونه نیا

 نیا تیترین زانیم برابر در گونه نیاي ولوژیب توانی بررس و طرف کی از ،یپرورش طیشرا دری آن لاتیش
) نیتریت روي بچه ماهی سفید با هدف Acute toxicityدر این تحقیق سمیت حاد ( .گرفت صورتی بررس

را در آبزیان زداییهاي رفتاري و ساختار بافت کبد که متابولیسم بسیاري از مواد و سمپاسختأثیر بر 
ساعت  96درصدکشندگی سم نیتریت سدیم در  50عهده دارد، مورد بررسی قرار گرفت. تعیین غلظت به
)96h 50LC در ) و مشخص نمودن حداکثر غلظت مجازآن براي بچه ماهی سفید ازجمله مواردي است که

  این تحقیق مورد ارزیابی قرار گرفته است.
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  ها روش و مواد
جهت بندر انزلی انجام شد.در ایستگاه تغذیه و غذاي زنده آبزیان واقع در 1391این پژوهش در سال 

هاي مخصوص نگهداري بچه گرم در وان 8/0±05/4اجراي این تحقیق بچه ماهیان با میانگین وزنی
آزمایش بر اساس جهت سازگاري نگهداري و با غذاي کنستانتره تغذیه شدند.ماه ماهیان به مدت یک

انجام گرفت.  96h 50LCبه منظور تعیین ,OECD،(( 1توسعه روش سازمان اقتصاد و همکاري و
ساعت  24عدد ماهی در نظر گرفته شد.  10لیتري و در هر وان  20وان  18سمیت تعداد  شیآزمابراي 

قبل از آزمایش غذادهی قطع شد.
، 200،180تیمار ( 5هاي تیمار نهایی با بر اساس محاسبات لگاریتمی و تکرارهاي مجدد آزمایش

کنار تیمار شاهد انجام شد.  تکرار در 3) و 3NaNoنیتریت سدیم گرم درلیترمیلی 130، 5/144، 5/161
 ,)TCRبود. شرایط آزمایش استاتیک بوده درصد 99نیتریت سدیم مورد مصرف مرك آلمان با خلوص 

1984(ساعت  96برداري و میزان نیتریت آب و اکسیژن محلول در طول آزمایش ثابت بود. زمان نمونه
قبل از مصرف با هوادهی کلرزدایی کشی شهري بود که پس از افزودن سم بود آب مصرفی از لوله

، 3/05/7) (mg/l ترتیبه، دما و سختی آب بpH). در طول آزمایش اکسیژن، )Naji, 2008شد
6/0±3/7،ºC 1±20، mg/l25±300 .بود  

محاسبه شد. ماهیان مورد آزمایش از نظر رفتاري کنترل  آنالیز پروبیت میزان نیتریت سدیم بر اساس
 Programطبق روش آماري  بعد از کسب نتایج نهایی اطلاعات حاصله برو علایم بالینی آنها ثبت گردید.

version،USEPA probit, 1985 (درصد 95سطح اطمینان  بامورد تجزیه و تحلیل قرار گرفته و
که  MAC(2(ساعت و میزان حداکثر غلظت مجاز  96و 72، 48، 24طی  10LC ،50LC ،90LCمقادیر 
 LOEC(4( و حداقل غلظت مؤثره نیز 50hLC 96×10-1بوده و معادل 3)NOEC(ثرمؤ غلظت غیرهمان 

منظور بررسی ضایعات به). ,TRC 1984( نیز تعیین شد 9610hLC نیتریت سدیم که معادل
و  هتکرار برداشت شد هر ازساعت ماهیان درحال مرگ  24هر هیستوپاتولوژیک نیتریت سدیم، در پایان

هاي بافتی پس از . نمونهشددرصد قرارداده  10در ظروف حاوي فرمالین  هانمونهپس از جدا سازي کبد، 
 ;Hung et al., 1990(گیري و رنگ آمیزي هماتوکسیلین ائوزین شدند آماده برشطی مراحل پاساژ بافت،

Posti and Sedigh, 2009.( ها با کمک میکروسکوپهاي حاوي نمونه بافتپس از رنگ آمیزي لامNikon 
مورد مطالعه قرار گرفتند.  CCTVمدل Nikonمجهز به مانیتور و دوربین عکاسی  Eclipse 50مدل 
 ،درصد ضایعه بافتی 20کمتر از (+)  ،بدون ضایعه بافتی )–هاي: (آمده با علامت وجودههاي بافتی بآسیب

                                                   
1. Organization of Economic Cooperation and Development 
2. Maximum Allowable Toxicant Concentration 
3. No Observed Effect Concentration 
4. Lowest Observed Effect Concentration 
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تخریب ) ++++، ( درصد ضایعه بافتی 100تا  80کمتر از ، (+++) درصد ضایعه بافتی 60کمتر از  (++)
  ).Veiga et al., 2002; Silva et al., 2005; Xing et al., 2012مشخص گردیدند (بافتی صد درصد 

  
  نتایج 

نیتریت سدیم در بچه ماهی  مؤثر غلظت غیر، مؤثرحداقل غلظت ، حداکثر غلظت مجازدر این بررسی 
ماهیان مسموم رفتارهاي تعیین شد.  لیتربرگرم میلی 662/14 ،51/116 ،662/14ترتیب هب سفید

 توقف در حرکت رااز دست دادن تعادل و در بعضی مواقع  قراري، شناي روي آب،بی غیرطبیعی شامل
 5 اثیرت بافت آبشش ماهیانی که تحت شناسی کبد ماهیان شاهد و مقایسه آن بانتایج بافت .نشان دادند

قرار داشتند نشان داد هنگامی  )لیتر گرم برمیلی 200 ،180 ،5/161، 5/144، 130( غلظت نیتریت سدیم
لیتر نیتریت سدیم قرارگرفتند، تقریبا تلفاتی مشاهده نشد  گرم برمیلی 130 که بچه ماهیان در معرض
مرگ و میر  لیتر نیتریت سدیم قرارداشتند دچار گرم برمیلی 200 معرض در حالیکه ماهیانی که در

  ثیر ضایعات بافتی ایجاد شده در تمام پنج تیمار مورد ارزیابی قرار گرفت.أت .شدند
  

 مختلفهاي غلظتی در معرض گرم 4-3اعداد استخراجی از جدول پروبیت در بچه ماهیان سفید  -1جدول 
  تساع 96طی  ،مرگ و میر بچه ماهیان سفید بر میسد نیتریت

گرم (میلی غلظت  یمار
  لگاریتم غلظت  در لیتر)

Probit value 
 ساعت 96 ساعت 72 ساعت 48 ساعت 24

  0  0  0  0  0  0  شاهد
1 130 211 38877 40299 41584 42710 
2 5/144  216 45684 47467 47467 48313 
3  5/161  220 50828 51662 51662 53398 
4 180 225 56219 56219 56219 59661 
5 200 230 59661 62816 62816 89190 



.)گرمی 4تا  3ماهی سفید ( روز روي بچه 4ي کشنده نیتریت سدیم درطی هاغلظت-2جدول
  زمان

LC
ساعت 96ساعت 72ساعت 48  ساعت 24

10  09/12253/11935/11751/116
50  47/1597/15485/15362/146
90  25/20817/20069/19826/167
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نیتریت سدیمقرار گرفته در معرض دوزهاي متفاوت  کبد بچه ماهی سفیدعوارض مشاهده شده در  -3جدول 
200  180آسیب  )ppm(نیتریت سدیمغلظت تحت کشنده  5/161 5/144 130  0

      پرخونی و خونریزي
    -  استیتوزي
       ریزي ورید مرکزيخون
        آتروفی
    -    نکروزه شدن هپاتوسیت
        نکروز کانونی مزمن
      (Cloudy swellin ( تورم ابري 

درصد ضایعه  60کمتر از  ، (++)بافتی درصد ضایعه 20کمتر از ، (+) بافتی بدون ضایعه )–هاي بافتی بوجودآمده سیبآ
  درصد.تخریب بافتی صد) ++++، ( بافتی درصد ضایعه100تا  80کمتر از ، (+++) بافتی
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هاي مختلف نیتریت ثیر غلظتأ، تحت تRutilus kutumتغییرات هیستوپاتولوژیک در کبد بچه ماهی سفید  -1 شکل
هاي در حال نکروزه هپاتوسیت .X 400 ،H&E(b. 1(هپاتوسیت. 2 سینوزوئید .1 . شاهد)a. (ساعت 96 سدیم پس از

ها و فضاي هاي قرمز بین هپاتوسیتانتشار گلبول( خونریزي در بافت کبدي3هاي پیکنوزه هپاتوسیت. 2 شدن
X 400،H&E( .(. mg/l 130هاي کبد در غلظت  دژنرسانس واکوئلی هسته سلول. 4) سینوزوئیدها


 

 

b 
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گشاد شدن سینوزوئیدها  .4 پیکنوزه شدن هپاتوسیت.3 خونریزي.2 هانکروزه شدن هپاتوسیت.c .(1. (2شکل 

. تورم ابري در 3 هاپیکنوزه شدن هپاتوسیت. 2ها نکروز هپاتوسیت .mg/l5/144 .)X 400،H&E() .d .(1در غلظت 
  .  )mg/l 5/161 X)400،H&Eغلظت 
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 mg/lدژنرسانس هسته در غلظت  .4اتساع سینوزویید  .3هاي هپاتوسیت پیکنوز سلول .2 نکروز .e(1. (3شکل 

180 X)400،H&E( .f)(:1.افزایش حجم سینوزوئید در غلظت  .4 پیکنوز. 3 خونریزي .2 نکروزmg/l 200. )X 
400،H&E(. 
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ــاویر ــکل همانطور که در تص ــده 3 ) و (جدول1 (ش ــان داده ش ــترین) نش ــایعات بافت کبد بیش ض
ـــدهثبت ـــایعات تخریبیآزمایشایندرش ـــامل:مربوط به ض  آتروفی، خونی،پر بافتی براین اندام ش

باشــد. با افزایش زمان و میزان می ي در حال نکروزه شـدنهاســلول ریزي ورید مرکزي،خون اسـتیتوزي،
عروق، رسوب هموسیدرین و حضور  شـود، نکروز کانونی مزمن، ترومبوزمیسـم، همانطور که مشـاهده 

).2ملانین و صفرا در ضایعات بافتی دیده شد (شکل 
  

  گیريبحث و نتیجه
پس  10LC، 50LC ،90LC) غلظت نیمه کشنده 2و  1دهد (جدول همانطور که نتایج بررسی نشان می

حداکثر غلظت  گرم بر لیتر بدست آمده ومیلی 26/167، 62/142، 51/116ترتیب برابر هساعت ب 96از 
و  662/14، 662/14ترتیب ه) بLOEC( مؤثر)، حداقل غلظت NOEC( مؤثر )، غلظت غیرMACمجاز (

آبزیان  ثیر سمیت نیتریت بر رويأدر یک بررسی کلی بر روي ت گرم بر لیتر محاسبه گردید.میلی 51/116
) Oncorhynchus mykiss( کمانآلاي رنگینپرورشی، غلظت نیمه کشنده براي ماهیانی چون قزل

ماهیان  وجزباشد که گرم برلیتر میمیلی Poecilia reticulate( 2/30و گوپی (لیتر گرم برمیلی7/21
گرم بر میلی 50LC 270با  )Cyprinus carpio( کپور معمولیچون  باشند. ماهیانیحساس به نیتریت می

 Danioگورخر ماهی و  گرم برلیترمیلی 50LC 355) با Lepomis macrochirusخورشید ماهی (، لیتر

rerio  گرم برلیتر جزو ماهیان مقاوممیلی 55/242با غلظت نیمه کشندگینسبت به نیتریت هستند 
)Dolezelova et al., 2011; Lewis and Moriss, 1986.( ماهی سیبري انگشت قد ماهیانی چون تاس

Acipenser baeri) (  وMicropterus salmoides ،130 گرم برلیتر برآورد شده است میلی)Huertaz et 

., 2002al.(  گرمی 4تا  3همانطور که اشاره شد در این بررسی، غلظت نیمه کشنده در بچه ماهی سفید 
-

296h NO 50LC62/146 توان جزو ماهیان مقاوم نسبت به این ماده در نظر لیتر است که می گرم برمیلی
حاکی از آن است که در بین ماهیان یک خانواده نیز مقاومت نسبت به نیتریت  هاگرفت. گرچه بررسی

  ثیر شرایط محیطی را نیز باید مد نظر قرار داد.أیکسان نیست و از طرفی ت
گذارد، غلظت یون کلراید در آب اســت. برخی از ثیر میأاز مهمترین عواملی که بر ســمیت نیتریت ت

ـــان داده و بیان کردند که رابطه ي کلراهامحققین اثر محافظتی یون ـــمیت نیتریت نش ید را در برابر س
 ,Weirich and Riche( معکوســی بین غلظت کلرید محیط زیســت ماهی و ســمیت نیتریت وجود دارد

2006; Perrone and Meade, 2011( 6تا  5ســاعته که روي ماهی کپور  24. در یک بررســی اسـتاتیک 
ــموم نیتریت، نیت ــیژن و بروز گرمی در مجاورت س ــرف اکس ــد عامل کاهش مص رات و آمونیاك انجام ش

ــم آمونیاك و نیترات در اثر بروز متموگلوبین و در نهایت قابلیت  ــه بامیزان س تخریب بافتی را در مقایس
ساعت،  24در این بررسی نیمه کشندگی طی  ).Tilak et al., 2007( کاهش اکسیژن مصرفی بیان نمود
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 24h  50LC )47/159گرم برلیتر برآورد گردیـد که نزدیک به میزان میلی 36/171نیتریـت براي کپور
ماهی سیبري یکساله براي یک مدت طولانی و به شکل گرم برلیتر) در بررسـی حاضـر اسـت. تاسمیلی

ـــم نیتریـت قرار گرفتنـد. میزان متموگلوبین در خون تاس که در حال مرگ ماهیانیمزمن در معرض س
ـــده در خون ماهیان زنده بود. از اینبودنـد کمتر از متمو رو گروهی از محققین بر این گلوبین تولیـد ش

 Huertaz(تواند عامل اولیه مرگ ماهیان در معرض سـم نیتریت باشد باورند که تولید متموگلوبین نمی

et al., 2002(.  
 را گونهیکشناسیبافتبررسیآنان،هايانداموهازیادبافتتفاوتوماهیهايگونهکثرتدلیلبه

که مطالعه مشــابهی در  از آنجایی ).Schlenk and Benson, 2001(داد تعمیمهاگونهســایربهتواننمی
ا هتوان مقایسه مستیقمی  با سایر گونهثیر این ماده بر روي این گونه انجام نشـده اسـت نمیأارتباط با ت

  داشت.
ماهیچه و کبد ماهیان در حال مرگ و ماهیان  ي آبشش،هادر بررسی میزان جذب نیتریت در بافت

ماهی سیبري یکساله که در معرض نیتریت قرار داشتند، در پلاسماي خون بافت آبشش و زنده تاس
که طوريهدار بود. بداري مشاهده نشد، اما این اختلاف در بافت کبد معنیاي اختلاف معنیماهیچه

هاي هپاتوسیت را یکی از دلایل این اختلاف ایی سلولزدمحققین در تحلیل بررسی خویش قابلیت سم
نتایج مشابهی نیز درباره قابلیت هپاتوسیت ماهی بدست آمد ). Huertaz et al., 2002( بیان کردند

)Doblander and Lackner, 1997(  که تحلیل محققین مبنی بر قابلیت تبدیل شدن نیتریت به نیترات
 ,Doblander`and Lackner( هاي کاتالاز و سیتوکروم اکسیداز بودهاي کبدي به کمک آنزیمدر سلول

1997.(  
مربوط به فشار شیمیایی سموم با توجه به شدت و طول تواندبر تخریب بافت می مؤثریکی از عوامل 

فاعی هاي داکسیدانی باشد. با توجه به اینکه سیستمهاي آنتیمدت اثر آن بر اختلال در عملکرد آنزیم
توانند مانع افزایش آسیب اکسایشی سموم بر میدیسموتازاکسیداکسیدانی از جمله کاتالاز، سوپرآنتی
رات یتر نیازمند تحقیقات بیشتر روي تغیگیري دقیقلذا اعلام نتیجه ))Ahmad et al., 2000ها باشندبافت

در ست که ا ندامیاکه کبدباشد. از آنجاییگیري در معرض سم میمیزان این آنزیم پس از قرار
اند در تود، لذا تغییرات این بافت در مجاورت نیتریت سدیم میبرخی از مواد غذایی نقش دار سازيذخیره

 1ریتصاوو  3در جدول تحلیل ایجاد ضایعات این ماده مد نظر قرار گیرد. همانطور که نتایج این بررسی
ی هاي خونسازي و ایجاد پرخونباعث افزایش کانونثیرات نیتریت بر بافت کبد در ابتدا أشود، تدیده می

کوچک شده و هاي بافت کبدي سلولهسته ایجاد شده، شده و در ادامه کاهش ظرفیت اکسیژن رسانی
 پیکنوز و سپس کاریولیز ،هسته. در ادامه این تغییرات به مرور a-e ددگرکروماتین اطراف آن متراکم می

ه شود. همانطور کمیایجاد  نکروز کیست بافت گاهی در مرکزکند. میشده و عارضه بافتی نکروز بروز 
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تواند ناشی از اثرات کم خونی ایجاد ها نیز میدهد ادم داخل سلولی و حضور لنفوسیتتصویر نشان می
از جمله تغییرات بافتی که با افزایش غلظت نیتریت در این بررسی  )Zcan et al., 2010( شده باشد

ود بمواد ذخیره شده سلولی و ناپدید شدن  کاهش اندازه سلولی نسبت به اندازه طبیعی مشاهده شد،
اي هپرخونی در سیاهرگشدنش (تورم ابري)، دار سیتوپلاسم و دانهابري شدن و سلولی  تورم (آتروفی).

بین وهاي بالا دیده شد. ایجاد متموگلي از جمله ضایعاتی بود که در غلظتکوچک و سینوزوئیدهاي کبد
و کم خونی متعاقب در اثرجذب این ماده و اختلالات آنزیمی ایجاد شده در فرآیند سم زدایی هپاتوسیت 

  ).Palachek et al.,1986; Berent et al., 1999(توان از عوامل ایجاد این ضایعات برشمرد را می
غلظت کشندگی دهد که  نشان می ؛مشخص است 3نتیجه کلی این پژوهش همانطور که در جدول 

گرم برلیتر بود. بافت کبد در معرض نیتریت میلی 26/167ساعت برابر  96درصد این ماهیان طی  90
ساعت با افزایش میزان نیتریت و مدت درمعرض قرارگیري، دچار ضایعه شده بیشترین ضایعات  96طی 

آتروفی و تورم ابري سلولی شامل: نکروز،  کهساعت مشاهده شد  96در میزان بالاي این ماده و در پایان 
طالعه م موردرو لازم است جهت بررسی مکانیسم اثر نیتریت سدیم، اثر این ماده بصورت مزمن بود. از این

نتایج نشان داد که این گونه نسبت به آلودگی نیتریت نسبتاً مقاوم است و تغییرات بافتی . ردیقرارگ مجدد
  رابطه با آلودگی نیتریت مورد بررسی قرار گیرد.توان در اندام کبد به عنوان بیومارکر می
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