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 1396 اسفندتاریخ پذیرش:            1396 ذرآ تاریخ دریافت:

 چکیده

اکسیدانی را تحت تاثیر های آنتیبه استرس اکسیداتیو شده و در نتیجه فعالیت آنزیم های فعال اکسیژن منجرنانوذرات آهن با تولید رادیکال 

های مختلف نانوذرات آهن در کبد ماهی کپور بود. بررسی تغییرات در میزان دهند. هدف از این پژوهش بررسی میزان سمیت، در غلظتقرار می

 11±8/0ماهیان کپور با طول کل منظور بچهعنوان شاخص استرس اکسیداتیو باشد. بدینتواند بهاکسیدانی ناشی از نانوذرات میهای آنتیآنزیم

 14و  7، 1، 0برداری در روزهای ( نانوذره آهن قرار گرفتند. نمونهppm 50،30،10،0های )گرم در معرض غلظت 17±6/0متر و وزن سانتی

کبد و میزان پراکسیداسیون چربی  پراکسیداز در بافتسوپراکسیددیسموتاز، کاتالاز و گلوتاتیوناکسیدانی های آنتیانجام شد. در این تحقیق آنزیم

(MDA) آهن منجر به گیری در معرض نانوذرات عنوان شاخص استرس اکسیداتیو مورد سنجش قرار گرفت. نتایج این مطالعه نشان داد که قراربه

 شده مشاهده تغییرات (.>05/0p) شوداکسیدانی با گذشت زمان میهای آنتیفعالیت آنزیم و تغییر در دار در میزان پراکسیداسیون چربیافزایش معنی

های آهن است. بنابراین، پایش شاخصاکسید معرض نانوذرات در گرفتن بیولوژیک در هنگام قرار پاسخی واقع، در اکسیدانیآنتی دفاع سیستم در

عنوان شاخص مناسب برای سنجش استرس اکسیداتیو وارد شده به ماهی تواند بهآلدهید میدیمالوناکسیدانی و سطح های آنتیزیستی مانند آنزیم

 باشد.کپورمعمولی 

  Cyprinus carpioاکسیداتیو،  اکسیدانی، استرسآنتی دفاع، پراکسیداسیون، ذرات اکسیدآهن نانو کلمات کلیدی:
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 مقدمه

های مختلف پزشکی، زمینه جدیدی در کاربردهای با نانوتکنولوژی       

های دیگر همراه بوده است. تولید و علم مواد، ساخت ساز و تکنولوژی

گسترش نانوذرات از هر عنصر منجر به افزایش تنوع محصولات موجود 

که این تا جایی (Riediker ،2008و  Schmid) انددر طبیعت شده

مطرح  21عنوان تکنولوژی مهم و تاثیرگذاری در قرن تکنولوژی به

 نانوذرات قرار دارند وروددر معرض  معمولاً یآب یهاطیمحشده است. 

(Scown  ،؛ 2010و همکارانFarre  ،2009و همکاران)  این مواد که

پوستان و تنان، سختنرم لیاز قب یتوسط موجودات آبز یبه سادگ

و  Johnston؛ 2014همکاران،  و George) ندشومیب ذها جیماه

. خصوصیات نانوذرات به (Kach ،2009و   Ward؛2010همکاران، 

تواند های کوچک متفاوت می باشد و میشکل قابل توجهی از مولکول

چنین بر سلامت انسان اثرات خطرناک زیادی بر محیط زیست و هم

نانوذرات جذب و اثرات . (Colvin ،2003؛ Moore ،2006) داشته باشد

است که منجر به مطالعات گسترده  یمهم اریموضوع بس انیبر آبز

. (2007و همکاران،   (Griffittاست شده نهیزم نیا در شناسیسمزیست

بنابراین با توجه به کاربرد وسیع نانو ذرات و ورود نانو ذرات به محیط 

 های آبزی مطالعه و بررسی اثر سمیت زیست ازجمله اکوسیستم

اکسید  رسد.نظر میخصوص در مورد نانوذرات، پرکاربرد ضروری بهبه

شود. امروزه استفاده می MRIعنوان عنصر ایجادکننده تضاد در آهن به

های بنیادی سلول (Labeling) گذاریجهت نشانه اکسیدآهن نانوذرات از

دلیل و به( 2009و همکاران،  Au) شودها استفاده میو ردیایی آن

پارا مغناطیسی امروزه کاربرد وسیعی در ساخت لوازم های سوپرویژگی

 پزشکی مانند عوامل کنتراست مغناطیسی نیز رو به افزایش است

(Thierry  ،2007و همکاران)ای طور گسترده. نانوذرات اکسیدآهن به

ها مورد استفاده چنین در ساخت رنگدانههای بیولوژیکی و همبا کاربرد

از نانوذرات  اخیر هایسال در (.1997و همکاران،  Cornell) گیرندمی قرار

های زیر زمینی منظور اصلاح آبطور گسترده بهآهن صفر ظرفیتی به

و همکاران،  Sun) و تصفیه مواد زائد خطرناک استفاده شده است

های آلی کلردار و ویژگی نانوذرات آهن قابلیت تجزیه حلال (2007

بین تولید  تعادل عدم اکسیداتیو استرس .(Zhang، 2003) رنگ آلی است

اکسیدانی ظرفیت آنتی در (ROS) واکنشگر اکسیژن هایرادیکال حذف و

باشد که درنتیجه آن آسیب اکسیداتیو در بافت سلولی ها میسلول

. مکانیسم سمیت نانوذرات (2001و همکاران،  Lopes) شودایجاد می

( ROSهای فعال اکسیژن )رادیکالهای آزاد مانند رادیکال علت تولیدبه

شود. در بین نانو موادها است که منجر به ایجاد استرس اکسیداتیو می

علت کاربرد گسترده مورد اکسیدهای فلزی مانند نانوذرات آهن به

های آزاد توسط نانوذرات اند. تولید بیش از حد رادیکالگرفته توجه قرار

و توسعه استرس اکسیداتیو در  ایجاددر  عنوان یک فاکتور اصلیآهن به

 توان میزان استرس اکسیداتیو رابنابراین می آبزیان نقش داشته باشد.

پراکسیداسیون  و اکسیدانیآنتی دفاع سیستم هایآنزیم فعالیت سنجش با

 چربی در ماهیان مورد سنجش قرار داد. هدف از این مطالعه بررسی

 ماهی چربی پراکسیداسیون و یدانیاکسآنتی دفاع بر آهن نانوذره اثرات

باشد. شناسی میعنوان گونه شاخص در مطالعات سمکپورمعمولی به

اکسیدانی سوپراکسیددیسموتاز و های آنتیمنظور فعالیت آنزیمبدین

عنوان بیومارکر اکسیداسیون آلدهید بهدیکاتالاز و میزان غلظت مالون

 چربی مورد بررسی قرار گرفت.
 

 هامواد و روش

 میانگین و 17±6/0وزنی میانگین با کپور ماهی عدد 200 تعداد       

 انتقال از پس و تهیه گرمابی ماهی پرورش استخر از 11±08/0 طولی

 ضدعفونی قبل از که مخازن داخل در دانشکده، پرورش و تکثیر سالن به

 داخل در آزمایش انجام منظوربه آن از پس. داری شدشده بودند نگه

 آزمایشگاهی شرایط با روز 7 مدتبه و گشته توزیع لیتری 60 هایآکواریوم

تکرار  سه تیمار با 4 در ماهیان سازش دوره طی از پس. یافتند سازش

 در. شدند توزیع تصادفی صورتبه ماهی، قطعه 20 شامل تکرار هر و

 بوده روز 14 آزمایش زمان مدت. شد قطع غذادهی آزمایش دوره طی

و همکاران،  Chen) شد انجام 14 و 7 و 1 و 0 روزهای در بردارینمونه و

  -80 فریزر داخل در جداسازی از پس ماهی هر کبد بافت .(2011

 داخل در مساوی وزن با شده جداسازی هایبافت سپس. گرفتند قرار

 pH  =7 مول میلی 50 فسفات پتاسیم بافر حاوی آزمایش هایلوله

گرم دی  53/0گرم مونوفسفات پتاسیم،  EDTA، 26/0گرم  003/0)

( وزن:حجم) 1:5 نسبت به ، یخ داخل در گرفته قرار فسفات پتاسیم(

 هموژن ثانیه 60 تا 30 مدتبه rpm  25000 دور با  هموژنایزر توسط

 در گرادسانتی درجه 4 دمای در عصاره حاوی هایمیکروتیوپ. شدند

 سانتریفیوژ دار،یخچال سانتریفیوژ در دقیقه 15 مدتبه g12000× دور

 آنالیز جهت و شده جداسازی چربی فاز بدون مایع رویی سپس و شده

 فعالیت .گرفتند قرار -80 دمای مایع رویی در حاوی یهامیکروتیوپ

 رایس و گیانوپلیتیس روش طبق (SODدیسموتاز ) سوپراکسید آنزیم

 به کاتالاز آنزیم فعالیتشد.  گیریاندازه اسپکتوفتومتری طریق از و
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 (cm1-mM 4/39 -1)خاموشی  ضریب با H2O2 جذب کاهش دنبال

 (1955) همکاران و  Chanceروش طبق نانومتر 240 در دقیقه 1 مدتبه

شد. فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز با استفاده از کیت  تعیین

BIOREX .ساخت آمریکا سنجیده شد  

 میزان از شاخصی عنوانبه (MDA) آلدئید دی مالون غلظت اندازه       

 انجام اسید تیوباربیتوریک از استفاده با غشا لپیدهای پراکسیداسیون

 تیوباربیتوریک با را نمونه از مساوی حجم MDA غلظت محاسبه برای شد.

 دقیقه 25 برای و کرده مخلوط %20 کلرواستیک تری در %5/0 اسید

 در دقیقه 5 مدت برای سپس و جوشانده گراددرجه سانتی95 در

 g7500 جذب نهایت در. آید دستبه شفاف محلول تا شده سانتریفیوژ 

 غلظت محاسبه برای و کرده گیریاندازه nm 535 در را مایع رویی

MDA معادل خاموشی ضریب از mM-1cm-1155گردید استفاده 

(Heath  وPacker ،1968). 

انجام گرفت.  19SPSSافزار نرم استفاده ازها با داده تحلیل و تجزیه       

ها کلموگروف جهت بررسی نرمال بودن داده -از آزمون اسمیرنف

و  One-Way ANOVAاستفاده شد. مقایسه میانگین از طریق آزمون 

( >05/0pدرصد ) 95داری در سطح معنی Tukeyآزمون چنددامنه 

 ر گزارش شد. انحراف معیا ±صورت میانگین ها بهصورت گرفت. داده

 

 نتایج
 کبد در SOD آنزیم فعالیت سنجش: سوپراکسید دیسموتاز       

 شاهد تیمار به نسبت تیمارها در SOD آنزیم فعالیت میانگین داد نشان

 افزایش با. (p<05/0است ) کرده پیدا برداری افزایشنمونه 1 روز در

 روند 50 و ppm 10تیمارهای در آنزیم فعالیت میزان 7 روز در زمان

 در 14 روز در SOD آنزیم فعالیت آن از پس و است داشته کاهشی

 است داشته کاهشی برداری روندنمونه 7نسبت به روز  تیمارها همه

است )شکل  بوده 14 روز در ppm 10 تیمار در آن مقدار ترینبیش که

1) . 

 بردارینمونه 1 روز در کبد دربافت کاتالاز فعالیت میزان: کاتالاز       

 فعالیت میزان .است داشته افزایش شاهد تیمار به نسبت تیمارها همه در

. است داشته افزایشی روند تیمارها همه در زمان افزایش با آنزیم

 بردارینمونه 7 روز تا مختلف تیمارهای در فعالیت میزان افزایش

 تیمارها همه در فعالیت مهار 14 روز انتهای تا 7 روز از و شده مشاهده

 .(2است )شکل  شده مشاهده
 

 
  حسب بر دسموتاز سوپراکسید آنزیم فعالیت میانگین : مقایسه1شکل 

(1 -u.ml) تیمارنانوذره آهن چهار در در بافت کبد ماهی کپور معمولی 

 

 
در بافت ( -u.ml 1) حسب بر کاتالاز آنزیم فعالیت میانگین .: مقایسه2کل 

  تیمارنانوذره آهن چهار درکبد ماهی کپور معمولی 

 

نتایج میزان فعالیت آنزیم گلوتاتیون  گلوتاتیون پراکسیداز:       

 بردارینمونه روز اولین در .آورده شده است 3کبد در شکل  پراکسیداز در

 افزایشی روند هاتیمار همه در پراکسیدازگلوتاتیون آنزیم فعالیت

 غلظت بالاترین) ppm 50تیمار به مربوط آن ترینبیش که است داشته

 (.3است )شکل بوده ( نانوذرات

 در MDA غلظت میزان سنجش از آمده دستهب نتایج براساس       

 میانگین که شد مشخص شاهد، تیمار به نسبت مختلف تیمارهای

 بوده تربیش تیمارها سایر به نسبت ppm50 تیمار در MDA غلظت

 نسبت مختلف تیمارهای درکبد آلدهیددیمالون غلظت بررسی .است

 نانو غلظت میزان بین داریو معن مستقیم ارتباط یک شاهد، تیمار به
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 )شکل دهدمی نشان را قرارگیری معرض در زمان افزایش و آهن ذرات

4) . 

 بحث
توانند تاثیراتی بر های آبی مینانوذرات رهاسازی شده در محیط       

های سطوح آنزیمروی موجودات آبزی ازجمله ماهیان داشته باشند. 

گلوتاتیون پرکسیداز  کاتالاز، دیسموتاز، مانند سوپراکسید اکسیدانیآنتی

در کبد ماهیان بیومارکرهایی هستند که در صورت تغییر در میزان 

 توان به وجود عاملی غیرطبیعی در آن محیط پی برد. ها میآن

 زیهتج با که است متالوآنزیم یک (SOD) سوپراکسیددیسموتاز       

 هیدروژن، پراکسید و مولکولی اکسیژن به سوپراکسید هایرادیکال

 کاهش. دهدمی تشکیل آزاد هایرادیکال علیه را دفاعی سد اولین

 تولید اکسیدآهن، نانوذرات اثر نتیجه SOD فعالیت در شده مشاهده

 دراین. است SOD پروتئین به آسیب نتیجه در و ROS حد از بیش

. گرفت قرار بررسی مورد کبد بافت در آنزیم این فعالیت روند مطالعه

 و داشته کاهشی روند کبد بافت در سوپراکسیددیسموتاز آنزیم فعایت

 بیانگر تواندمی که است شده کم آنزیم فعالیت میزان زمان افزایش با

 بافت این تربیش حساسیت باشد و ROS توسط آنزیم ایاولیه مهار

 کردند بیان (2011همکاران ) و Regoli است. بوده نانوذرات به نسبت

 معرض در قرارگیری هنگام هااکسیدانآنتی سطح یا و فعالیت در تغییر

 در. شود گرفته درنظر بیومارکر یک عنوانبه تواندمی فلزی هایآلاینده

 سوپراکسید فعالیت که شده گزارش (2009) و همکاران Hao مطالعات

 به نسبت تریبیش حساسیت کپور مغز و آبشش در کبد، دیسموتاز

 نانوذرات معرض در قرارگیری زمان و تراکم با که داشته هاآنزیم سایر

  کند.می پیدا نوسان تیتانیوم اکسید

 که داد نشان کبد دربافت کاتالاز آنزیم فعالیت حاضر مطالعه در       

 7روز  در ppm 10 تیمار به مربوط کاتالاز فعالیت میزان ترینشیب

 کاهش بافت دو هر در آنزیم فعالیت میزان زمان افزایش با و است بوده

 برابر در آنزیم این پاسخ کاتالاز فعالیت در افزایشی روند. است یافته

 شدن مهار دهندهنشان روند کاهش و باشدمی آزاد هایرادیکال افزایش

 اکسیدانیآنتی دفاع سیستم شکست و آزاد هایرادیکال توسط آنزیم این

 روی بر را اندوسولفان اثر (2009) همکاران و  Moraesباشد.می

 کاتالاز فعالیت کاهش نتایج کردند بررسی  Jenynsia multidentataماهی

 CAT فعالیت ( افزایش2010) همکاران و jin داد. نشان کبد در را

 کبد در روز 14 طی در آترازینµg .L-11000 غلظت با مواجهه از پس

 (2014همکاران ) و Qu کردند. ( مشاهدهDanio rerio) گورخریماهی

 با مواجه در C. auratus ماهی کبد در CAT فعالیت مهار کردند بیان

 استرس از ناشی سوپراکسید هایرادیکال جریان وسیلهبه توانمی را روی

 آنزیم فعالیت کاهش با ارتباط در هاییگزارش. داد توضیح اکسیداتیو

 ماهی گربه ( وLeporinu obtusidens) استخوانی ماهی کبد در کاتالاز

 دارد. وجود هاکشعلف با مواجهه از پس (Schilbe intermediusای)نقره

 گلوتاتیون فعالیت داد، نشان مطالعه این از حاصل چنین نتایجهم

 ترینشبی است داشته متغیری روند غلظت و زمان با در کبد پراکسیداز

 ppm  10تیمار به مربوط کبد در پراکسیداز گلوتاتیون فعالیت میزان

 آنزیم در انتهای دوره، فعالیت. است بوده بردارینمونه هفت روز در

داشته  کاهشی روند تیمارها درهمه پراکسیداز بافت کبد گلوتاتیون

 GPx فعالیت کاهش که کردند بیان (2011) همکاران و Li است.

 . باشد آنزیم سنتز روی بر کشآفت اثر بر یا باشد -O2 علتبه تواندمی

 کنندمی عمل هماهنگ صورتبه هااکسیدانآنتی طورکلیبه

 
  حسب : مقایسه میانگین فعالیت آنزیم گلوتاتیون پراکسیداز بر3شکل 

(1 u.ml- ) هنچهار تیمارنانوذره آ معمولی دردر بافت کبد ماهی کپور 

 

 
کبد ماهی  (nmol/ml) آلدهید دی مالون : میانگین فعالیت میزان4شکل 

 تیمارنانوذره آهن چهار کپور معمولی در
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 کاهش آورند، وجودبه اکسیداتیو استرس برابر در را بهینه  حفاظت تا

 محصولات حد از بیش تجمع دهندهنشان تواندمی بافت در GPx فعالیت

و  Michiles) باشد اکسیدانیآنتی ظرفیت برابر در هیدروپراکسید

  .(1994همکاران، 

 وجودبه چربی پراکسیداسیون واسطهبه که آلدئید دی مالون       

 MDA. باشدمی اکسیداتیو استرس مارکرهای از یکی عنوانبه آید،می

 پپتید، و آمینه تیول، هایگروه برای را خود بالا ترکیبی میل دلیلبه

 است سمی هاسلول از بسیاری برای نوکلئیک اسیدهای و هاآنزیم

(Viarengo ،1989) .مطالعه حاضر سطح در MDA تیمار به نسبت 

 ppm 50ترین مقدار آن مربوط به تیمار و این بیش بوده تربیش شاهد

کبد به  ندبیان کرد( 2005)و همکاران  Avciبوده است.  14در روز 

اکسیداتیو متعدد در آن رخ های زدایی است و واکنشاندام اصلی سم

مشابه  نتایج دهد و حداکثر میزان رادیکال آزاد در آن وجود دارد.می

و همکاران  Oberdorster توان در مطالعاتبا تحقیق حاضر را می

 معرض در قرارگیری هنگام بزرگ دهان باس ماهیانبچه مغز در (2004)

  تیتانیوم اکسید نانوذرات اثر Chen (2012) و Hao و( C60) فلورین

(TiO2 )مطالعات چنینهم و کپور ماهیانبچه مغز در Zhang (2003) 

 همکاران و Elia. کرد اشاره Cuo نانوذرات معرض در کپور مغز روی بر

 حاد غلظت سلولی سمیت میزان ارزیابی برای دادند گزارش (2002)

 سطح توانمی Lepomis macrochirus ماهی خورشید در آترازین

GSH و MDA کرد گیریاندازه . 

اکسیدانی در واقع تغییرات مشاهده شده در سیستم دفاع آنتی       

های پایین کشندگی پاسخ بیولوژیکی هنگام قرار گرفتن در غلظت

اکسیدانی های آنتیتعادل آنزیم اختلال در باشد.می اکسیدآهن نانوذرات

ماهیان کبد بچه پراکسیداز در، کاتالاز و گلوتاتیون دسموتاز سوپراکسید

عنوان شاخص استرس اکسیداتیو است به MDAکپور و افزایش میزان 

و بیانگر اثر نانوذرات آهن در ایجاد استرس اکسیداتیو با تولید 

های آنزیم مانند زیستی بنابراین پایش شاخص باشد.می آزاد هایرادیکال

گلوتاتیون پراکسیداز( و  دیسموتاز، کاتالاز،اکسیدانی )سوپراکسیدآنتی

عنوان شاخص مناسب برای سنجش تواند بهآلدهید میدیمالونسطح

تری در چنین نیاز است، مطالعات بیشباشد. هماسترس اکسیداتیو 

ویژه بررسی اثرات مستقیم و غیرمستقیم زمینه نانوتوکسیکولوژی به

های را در گونهاحتمالی نانوذرات پرکاربرد مانند نانوذرات اکسید فلزی 

 مختلف انجام داد.
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