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های و آسیب HSP70کشنده نانوذرات نقره و نیترات نقره بر بیان ژن های تحتاثر غلظت

  (.Cyprinus carpio L) های آبشش، کبد و روده در ماهی کپورمعمولیبافت
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 1396 آذرتاریخ پذیرش:            1396 شهریور تاریخ دریافت:

 چکیده

های تحت حاد نانوذرات نقره و نیترات نقره اثرات نقره بر ماهی کپورمعمولی، ماهیان در معرض غلظتمنظور بررسی در این مطالعه به 

روز در  21مدت ست آمد و سپس ماهیان بهدهساعته برای نانوذرات نقره و نیترات نقره ب 96و  %50قرار گرفتند. برای این منظور ابتدا غلظت حاد 

گرم در لیتر نیترات نقره( گرفتند و میلی 045/0و  025/0گرم در لیتر نانوذرات نقره و میلی 08/0و  04/0های تحت حاد قرار )معرض غلظت

ترین ها مشاهده گردید از مهممعرض قرارگیری با دو شکل نقره، عوارض مختلفی در بافتپس از درگیری قرار گرفت. های مورد نظر اندازهشاخص

های تلیالی، کوتاهی و ریختگی لاملاهای ثانویه آبشش، تخریب و نکروز شدن هسته و هایپرتروف شدن هپاتوسیتشود به برخواستگی اپیها میآن

گذاری بلندمدت با نانوذرات نقره ها اشاره کرد. نتایج این مطالعه نشان داد که در معرضچنین تخریب ساختار پرزهای روده و تورم آنکبد و هم

شدت افزایش پیدا به Hsp70شد و پس از در معرض قرارگیری ماهیان کپورمعمولی با نیترات نقره نیز، ژن  Hsp70ن دار بیان ژباعث افزایش معنی

های بررسی شده در این مطالعه، ترین تاثیرات مشاهده شده در بین بافتچنین بیشکرد اما اختلافی بین دو ژن از نظر بیان ژن مشاهده نگردید. هم

شناسی بین دو شکل نقره مشاهده قرار گرفته با دو شکل نقره و در بالاترین غلظت مشاهده گردید و اختلافی از نظر سم در کبد ماهیان در معرض

 نگردید.

  شناسی، بیان ژنو نیترات نقره، بافت ماهی، نانوذرات کلمات کلیدی:

 yahoo.com@ ali_shabany :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

را در صنعت، بهداشت،  ینقش مهم نانو فناوری امروزه       

در انتقال  یفراوان یکند و کاربردهامی یباز یو کشاورز یوتکنولوژیب

 دارند یو صنعت یکیانتقال ژن و لوازم الکتر یماری،ب یصدارو، تشخ

(Mishra  ،؛ 2013و همکارانKhosravi-Katuli  ،2017و همکاران) .

موجودات مختلف نشان  یبودن نانوذرات را رو یسم یادیمطالعات ز

روز بر سرعت انوذرات که روزبهاند و با توجه به کاربردهای فراوان نداده

های مربوط به نگرانیبه شود، افزوده می یزها نتوسعه و استفاده از آن

( Klaper ،2006و  Lovern) شودافزوده می یزن یطسلامت انسان و مح

را مخصوص مطالعه اثرات  یاز کشورها مراکز یاریکه در بسطوریبه

ی هایویژگیبه  توجه نانوذرات نقره با .اندآورده وجودبه نانوذرات ینا یمنف

 گیرنداستفاده قرار می ها مورداز زمینه یاری، در بسدارند که

(Madhumathi  ،؛ 2010و همکارانWilkinson  ،2011و همکاران) .

 ضدمیکروبیه خواص ب تواننانوذرات می ینهای اترین ویژگیاز مهم

استفاده  پروری موردها اشاره کرد که هم در منازل و هم در آبزیآن

و همکاران،  Khosravi-Katuli؛ 2011و همکاران،  Li) گیرندقرار می

مواد به  این ورود احتمال آن دنبالبه و استفاده رغمبه. (2017

 یبرا یادیابهامات ز هنوزآن،  جانی کاربردو خطرات  یهای آبمحیط

موجودات مولکولی  -خصوص در سطح سلولیهبها اثرات آن یینتع

های متفاوت این در مطالعات مواجهه آبزیان با غلظت. وجود دارد زنده

های بافتی، تغییرات آنزیمی، های متعددی ازجمله آسیبفلز پاسخ

مثلی و حتی شناسی، ژنتیکی، رفتاری، تولیدتغییرات پارامترهای خون

؛ 2011و همکاران،  Nairاست )های مختلف گزارش شدهمرگ در گونه

Ringwood  ،؛ 2010و همکارانScown  ،؛ 2010و همکارانVölker 

های عنوان نشانگرتوان به( که از این تغییرات می2015و همکاران، 

پس از  ها استفاده نمود.منظور بررسی وجود و اثرات آلایندهزیستی به

های مختلف، تغییرات در معرض قرارگیری موجودات زنده با آلاینده

توانند می گیریاندازه تغییرات قابل اولین عنوانبه مولکولی و بیوشیمیایی

زا در این موجودات اطلاعات زیادی در رابطه با اثرات این مواد تنش

داده (. مطالعات نشان2006و همکاران،  Roseدر اختیار ما قرار دهند )

، فلزات سنگین چون دمای بالاهایی همکه سلول در پاسخ به تنشاست

ترین نوع کنند که معروفها را سنتز میگروهی از پروتئین و سموم،

باشد می( Heat shock protein) های شوک حرارتیها، پروتئینآن

(Schlesinger  ،؛ 1990و همکارانTedeschi  ،انواع 2015و همکاران .)

باشد. ها میترین نوع آنمعروف Hsp70وجود دارد که  Hspمختلفی از 

شود، ولی در شرایط شرایط بدون تنش نیز بیان میدر  Hsp70ژن 

یابد و با اتصال به تنش میزان بیان ژن این پروتئین افزایش می

نماید. بنابراین تغییر می ها کمکآن حفظ ساختار های هدف بهپروتئین

عنوان یک نشانگر زیستی برای هر کدام از تواند بهمیزان بیان آن می

و همکاران،  Bauerشمار آید )ا سموم بهتغییرات ازجمله آلودگی ب

بافت  (.2015و همکاران،  Tedeschi؛ 2014و همکاران،  Li؛ 2013

عنوان روشی ساده و مطمئن برای بررسی اثرات مضر مواد شناسی به

و  Cengizمختلف بر سلامت موجودات زنده کاربردهای فراوانی دارد )

بافتی جهت پایش  ( و در واقع از تغییرات مختلف2006همکاران، 

ها استفاده وضعیت سلامت موجودات در معرض قرار گرفته با آلاینده

 یتموقع ینچنو هم یاندر ماه یاتی آبششنقش حشود. با توجه به می

 یقاز مطالعات از طر یاریدر بس ها،آنبافت در بدن  ینا یخارج

و  یتنفسط یها را بر شراتأثیرات آلاینده یزانم ،بافت ینشناسی ابافت

عنوان به هم کبد شناسی. تغییرات بافتاندکرده یینتع را یانماه یسلامت

ها زدایی در موجودات در معرض قرار گرفته با آلایندهبافتی که در سم

عنوان شاخص سلامت شناسی بسیاری بهنقش دارد، در مطالعات سم

و  Stehrبررسی قرار گرفته است ) ها موردموجودات در برابر آلاینده

های محل تجمع آلاینده که گوارشی اندام عنوانبه روده (2004 همکاران،

است بررسی قرار گرفته باشد و در مطالعات زیادی موردمختلف می

(Fanta  ،؛ 2003و همکارانSminth  ،2007و همکاران) .یمعمول کپور 

(Cyprinus carpioمتعلق به خانواده کپور ماه )یان (Cyprinidae )

 یکاآمر یقا،و آفر یاازجمله اروپا، آس یاباشد و امروزه در تمام نقاط دنمی

 یزن یرانو در ا (1974و همکاران،  Jester) شودمی یافت یاو استرال

. (2010و همکاران،  Bajer) خزر وجود دارد یاییدر در یصورت بومبه

خزر و  یایدر ییگونه در چرخه غذااین یتو اهم یگاهبا توجه به جا

و هم منبع درآمد،  ییمنبع غذا یکعنوان هم به، آن یتاهم ینچنهم

 توجه به با (.2010و همکاران،  Bajer) باشدتوجه می مورد یاربس

باشد و از ها میهای آبی مقصد نهایی بسیاری از آلایندهکه محیطاین

 یناو توسعه روزافزون  یرانآوری در ااستفاده گسترده از نانو فن طرفی

ورود نانوذرات  ، احتمال(2015و همکاران،  Ghorshi Nezhad) صنعت

را  آبزی هدفیردر موجودات غ یاثرات منف یجادا های آبی وبه محیط

تر جهت همین دلیل نیاز برای انجام مطالعات بیشبرده است، به بالا

های مختلف زندگی آبزیان روشن شدن اثرات این نانوذرات بر جنبه

شناسی رسد. هدف از این مطالعه بررسی اثرات سمنظر میضرری به

های شناسی بافتو بافت Hsp70تحت حاد نانوذرات نقره بر بیان ژن 
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بود و از تیمارهای  (Cyprinus carpio)مختلف در ماهی کپور معمولی 

 مثبت استفاده شد.  شاهدعنوان نیترات نقره نیز به

 

 هامواد و روش

نانوذرات نقره صنعتی از شرکت : نقره و نیترات نقرهنانوذرات        

خریداری شد. براساس اطلاعات شرکت سازنده،  ایران( )تهران، نانونصب

گرم در لیتر نقره در محلول نانوذرات نقره وجود داشت. میلی 4000

نانومتر و ذرات کروی شکل و خلوص بالای  20میانگین اندازه ذرات 

محصول  %99نیترات نقره با خلوص بالای های داشتند. پلت 99%

های مورد شرکت سیگما )آلمان( خریداری شد. برای رسیدن به غلظت

 سازی استفاده گردید. نظر، از آب مقطر برای رقیق

اندازه و سایر مشخصات نانوذرات : مشخصات نانوذرات نقره       

( a2014و همکاران ) Katuliنقره خریداری شده از شرکت، در مطالعه 

طور کامل مورد بررسی قرار گرفت که با توجه به نتایج، غلظت به

گرم در لیتر و پتانسیل زتا میلی 3856نانوذرات موجود در محلول 

کشندگی متوسط براساس ولت بود. تعیین غلظت+ میلی 15/0±59/0

 یا (OECD اقتصادی همکاری و توسعه سازمان شده استاندارد روش

(Organization  for  economic  cooperation  & development 

انجام پذیرفت و  (Static) تحت شرایط پایدار 203راهنمای شماره 

های اسمی غلظت درنظر گرفته شد. غلظت 6جهت انجام این آزمایش 

 5/0و  25/0، 187/0، 125/0، 1/0، 0برای هر دو شکل نقره شامل 

این آزمایش، تغذیه  ساعت از انجام 24گرم بر لیتر بود. قبل از میلی

ماهیان متوقف گردید. برای هر غلظت سه تکرار درنظر گرفته و در هر 

صورت تصادفی توزیع شد. قطعه ماهی کپور به 10مخزن )تکرار( 

آوری شد و این کار تا انتهای ساعت ثبت و جمع 24تلفات ماهیان هر 

ساعت )چهار روز( انجام پذیرفت. غلظت کشندگی متوسط با  96

 (.1392انجام پذیرفت )هدایتی و همکاران،  Probitفاده از آنالیز است

 04/0های منظور انجام مطالعه تحت حاد، ماهیان در معرض غلظتبه

گرم میلی 045/0و  025/0گرم بر لیتر از نانوذرات نقره و میلی 08/0و 

ها براساس روز قرار گرفتند. این غلظت 21مدت بر لیتر نیترات نقره به

درصد  30و  15دست آمده از قسمت قبلی آزمایش )حدود هعات باطلا

غلظت کشندگی متوسط( انتخاب شدند. جهت سنجش بیان ژن، 

از شروع آزمایش انجام  21و  0برداری از بافت کبد در روزهای نمونه

برداری، ماهیان با استفاده از عصاره پودر گرفت و قبل از انجام نمونه

برداری، شدند. پس از نمونه هوشبی لیتر( بر گرممیلی 100) گل میخک

ها، ها در ازت مایع قرار گرفتند و سپس تا زمان سنجش بیان ژنبافت

منظور بررسی گراد قرار گرفتند. بهدرجه سانتی – 80در دمای  دمای 

برداری نمونه ماهیان مختلف هایبافت از 21 روز در شناسی،بافت تغییرات

 (.Robert ،1989) گرفتند قرار %10 فرمالین محلول دمای در و سپس شد

 هاارزیابی بیان نسبی ژن       

طبق دستورالعمل شرکت سازنده،  :cDNA سنتزو   RNA استخراج

 گرم بافت آبشش با استفاده ازمیلی 100از  ،کل RNAبرای تخلیص 

 RNA. کمیت و کیفیت استفاده شد BIOZOL (Bioflux-Bioer) بافر

. مورد بررسی قرار گرفت %1با استفاده از اسپکتروفتومتری و ژل آگارز 

DNA یا cDNA  با استفاده ازRNA  استخراج شده، آنزیمReverse-

Transcriptase (Fermentase, France) و پرایمرOligo-dt  درحضور

(Fermentase, France)  RNAse inhibitor , دستورالعمل شرکت  طبق و

برای  RT-qPCR واکنش انجام جهت پرایمر طراحی برای شد. تهیه سازنده

 استفاده گردید.  1های جدول ترتیب از توالیبه Beta actin و Hsp70 ژن
 

 Bet actin و hsp70 یمرهایپرا یتوال :1 جدول

 

cDNA رفرنس ژن  پرایمرهایشده با  سنتزهای(Bet actin)    و هدف

. واکنش در حجم ندشد و ارزیابی استاندارد تکثیر PCRبا استفاده از 

نانوگرم در  cDNA (2میکرولیتر  5/2انجام گرفت )میکرولیتر  10

رو رو و پساختصاصی پیش پرایمرمیکرولیتر از هر  5/0میکرولیتر(، 

میکرولیتر PCR (X1 ،)1/0میکرولیتر بافر  5/2مول، پیکو 10با غلظت 

با غلظت  MgCl2 میکرولیتر Taq DNA Polymerase(u5 ،)5/2آنزیم 

(mM 50) میکرولیتر  2/0 وdNTP ( با غلظتmM 10)ده (. برنامه استفا

 Kolangiها تنظیم گردید )ها براساس دمای ذوب آنشده برای پرایمر

روی ژل  واکنش محصول ،cDNA اثبات تکثیر جهت(. 2015همکاران،  و

منظور . به(2015و همکاران،  Kolangi) الکتروفورز گردید % 1آگارز 

 های مختلف، سری غلظتRT-PCRاطمینان از بهینه بودن شرایط  

 cDNAهای ( از نمونه500/1و50/1،100/1،200/1، 20/1 ،10/1 ،5/1(

تهیه و با هر دو پرایمر هدف  کبداز تیمارهای متفاوت از بافت   مخلوط

تکرار تکثیر شدند و منحنی استاندارد جهت تخمین  3و رفرنس در 

 Bustin) و تکرار پذیری آزمایش برای هر پرایمر ترسیم شد (Eکارایی )

 و (forward) روندهپیش: آغازگرها

 (reverse) رونده پس
 ژن شماره دستیابی

F: GGCAGAAGGTGACAAATGCA 
JN544930.1 Hsp70 

R: TGGGCTCGTTGATGTTCTCA 
F: CTCAAACATGATCTGTGTCAT 

M24113.1 Bet actin 
R: AGACATCAGGGTGTCATGGTTGGT 
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سازی دما و مواد بعد از بهینه RT-PCRواکنش  (.2009و همکاران، 

میکرولیتر  1میکرولیتر با استفاده از  20مصرفی، در حجم نهایی

، Beta actinو ژن رفرنس  Hsp70 طراحی شده برای ژنهای پرایمرهای

نمونه هر تکرار با هم مخلوط  3) کبد  بافت cDNAمیکرولیتر از  5

میکرولیتر کیت سایبر بیوپارس  10میکرولیتر آب و  3شوند(، می

براساس دستورالعمل  )دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان(

دقیقه در دمای  5مدت به RT-PCRواکنش  در مرحله اول استاندارد:

°C94  انجام شده است. در  ثانیه 30در  چرخه در این دما 40و با

کاهش یافت و پس از آن  ثانیه 10در مدت  C56°مرحله بعد دما به 

دقیقه در این  7مدت در مرحله آخر به و   C72 °ثانیه  در دمای 10

  iQ5افزار بایورد شرکت بایورد و با استفاده از نرم iQ5دما در دستگاه 

 3در  (BioRad  iQ5 optical system software version 2) اپتیکال

میزان بیان ژن در دستگاه  تکرار تکنیکی انجام شد. 3و  بیولوژیکی تکرار

دست آمده جهت تعیین بیان نسبی های بهثبت شد. داده Ctصورت به

  قرار گرفتند. آنالیز مورد Ct∆∆2 روش با Beta actin به نسبت Hsp70ژن 

های ، بخشی از بافت21 روز انتهای در: بافتی هایبررسی آسیب       

شناسی در ظروف حاوی آبشش، کبد و روده جهت انجام مطالعات بافت

داری مناسب بافت، حجم منظور نگهداری شد. بهنگه %10فرمالین 

برابر بافت موجود در  5فرمالین استفاده شده در این ظروف حدود 

ها، موجود در ظرف حاوی بافتساعت فرمالین  24ظرف بود و پس از 

شناسی مراحل بافت ها تا زمان ادامهشد و بافت با فرمالین تازه جایگزین

ها داری شدند. در مرحله بعدی آبگیری از بافتها نگهدر همین محلول

انجام گرفت و سپس با استفاده از گزیلل عمل  %70 با استفاده از اتانول

منظور پر کردن حفرات ه مراحل، بهسازی انجام پذیرفت. در ادامشفاف

 C°60دمای  ها، از پارافین نرم )مرک، آلمان( درجود آمده در بافتوبه

هایی برای قرارگیری در دستگاه ها، قالباستفاده شد. در ادامه از بافت

هایی میکروتوم تهیه شد و سپس با استفاده از دستگاه میکروتوم برش

ها تهیه شد. پس از قرارگیری برش هامیکرون روی بافت 5با ضخامت 

ائوزین شدند که  -آمیزی با هماتوکسلینها آماده رنگها، آنروی لامل

 طور کامل انجام شد:برای انجام آن مراحل زیر به

، %100دقیقه الکل  5 -3دقیقه بوتانول،  5 -2دقیقه گزیلن،  5 -1

شست و دقیقه  5 -6، %70دقیقه الکل  5 -5، %95دقیقه الکل  5 -4

 30ساعت و  2 -8دقیقه هماتوکسلین،  5 -7دار، شو با آب جریان

 2 -9دار، و شو با آب جریان دقیقه شست 5 -8دقیقه هماتوکسلین، 

 2 -11، %1ثانیه اسیداستیک  30 -10دقیقه ائوزین،  30ساعت و 

 2 -13، %1اسیداستیک  ثانیه 30 -12 دقیقه گرین لایت، 30و  ساعت

دقیقه بوتانول،  2 -15، %100دقیقه الکل  4 -14 ،%95دقیقه الکل 

دقیقه گزیلن. در آخرین مرحله نیز  10 -17دقیقه گزیلن و  5 -16

 400، 100های نماییها با استفاده از میکروسکوپ نوری در بزرگلام

 مورد بررسی قرار گرفتند. 1000و 

 آنالیز از استفاده با متوسط کشندگی غلظت :آماری تحلیل و تجزیه       

Probit هایآنزیم و شناسیخون هایداده نرمال بودن. پذیرفت انجام 

. شد بررسی اسمیرنوف -کولموگروف آزمون از استفاده با اکسیدانینتآ

  دوطرفه واریانس آنالیز آزمون از تیمار و زمان اثر بررسی برای

(Two-Way ANOVA )واریانس آنالیز سپس، و گرفت انجام دانکن و 

 دانکن چنددامنه تعقیبی آزمون با( One-Way ANOVA) طرفهیک

 آماری آنالیز. گرفت انجام ها تیمار بین دارمعنی اختلافات بررسی برای

 احتمال سطح در و SPSS (Chicago, version 19) افزارنرم از استفاده با

 .گرفت انجام 7 ویندوز محیط در >P)05/0) درصد 95

 

 نتایج
نانوذرات  غلظت افزایش با ماهیان تلفات کشندگی: متوسط غلظت       

ترین تلفات در که بیشطورینقره و نیترات نقره افزایش پیدا کرد، به

مشاهده شد و حداقل  نقره( شکل دو هر گرم در لیتر )درمیلی 5/0غلظت 

 50LC (. مقادیر2تلفات نیز در گروه شاهد مشاهده گردید )جدول 

 ترتیب شاملبرای نانوذرات نقره به 96و  72، 48، 24در ساعات 

گرم در میلی 29/0±02/0و  08/0±29/0، 04/0±31/0، 07/0±43/0

 16/0±07/0، 21/0±04/0، 38/0±02/0 شامل نقره و برای نیترات لیتر،

طورکه در بخش قبلی گفته گرم در لیتر بود. همانمیلی 15/0±05/0و 

دست آمده هساعته ب 96حاد براساس غلظت حاد  های تحتشد، غلظت

در این قسمت از مطالعه انتخاب گردیدند که این مقادیر برای نانوذرات 

گرم در لیتر و برای نیترات نقره شامل میلی 08/0و  04/0نقره شامل 

 گرم در لیتر بود. میلی 045/0و  025/0

ها در ماهی کپور تاثیر نقره روی بیان نسبی ژن: hsp70بیان ژن        

نشان داده شده است. هر دو فرم نقره روی ژن  1معمولی در شکل 

ها که بیان نسبی ژنطوریتاثیر داشتند به (hsp70)وابسته به استرس 

طورکه در شکل . همان(>05/0P)دار بود شاهد معنی مقایسه با گروه در

روز در بالاترین  21پس از  hsp70ژن  ترین بیان، مشخص است، بیش1

غلظت نانوذرات نقره و نیترات نقره غلظت نیترات نقره مشاهده شد 

(05/0P<)های مشابه چنین مقایسه بین غلظتهم (.1 )شکل
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استثناء گروه شاهد، میزان داد که به روز نشان 21و  0های در زمان

 .(>P 05/0)رد پیدا ک داری افزایشطور معنیها بههمه گروه ژن در بیان
 

 در نقره تراتین و نقره نانوذرات کشنده غلظت نیانگیم :2 جدول

 96 و 72 ،48 ،24 ساعات در( Cyprinus carpio) یمعمول کپور یماه

         

 نقره، با قرارگیری معرض در از پس: شناسیتغییرات بافت       

( A 2شکل  لیتر از نانوذرات نقره؛ در گرممیلی 08/0 غلظت) آنوریسم

 غلظت) ثانویه لاملای ریختگی و کوتاه شدن اپیتلیالی، برخواستگی و

 هاآبشش در( B 2شکل  لیتر از نیترات نقره؛ در گرممیلی 045/0

از  لیتر بر گرممیلی 025/0 با قرارگیری معرض در. شدند مشاهده

ازجمله هایپرتروف شدن هسته  مختلفی عوارض القاء باعث نقره نیترات

 معرض در از پس(. C 2شکل ) شد و تخریب شدن هسته هپاتوسیت

های نکروز شدن کانونی و تجمع هسته نقره، نانوذرات با قرارگیری

ها هپاتوسیت، تخریب هسته هپاتوسیت و هاپرتروف شدن هپاتوسیت

 تغییرات چنینهم .(D 2 شکل لیتر؛ در گرممیلی 04/0 غلظت) شد ایجاد

 هایغلظت با قرارگیری معرض در از پس که داد نشان شناسیبافت

لیتر از نانوذرات  گرم درمیلی 08/0غلظت ) متورم پرزهای نقره، مختلف

 گرممیلی 045/0 با قرارگیری معرض مشاهده شد و در (E 2 شکل نقره؛

(. F 2 شکل) شد ماهیان روده در پرزها تخریب باعث نقره نیترات لیتر در

 .است شده ارائه 5و  4، 3جداول  در بافتی تغییرات جزئیات

 )ساعت( گذاریزمان در معرض گرم برلیتر(غلظت کشنده )میلی
 نانوذرات نقره

07/0 ± 43/0 24 
04/0 ± 31/0 48 
08/0 ± 29/0 72 
02/0 ± 29/0 96 

 نیترات نقره
02/0 ± 38/0 24 
04/0 ± 21/0 48 
07/0 ± 16/0 72 
05/0 ± 15/0 96 

 
( Cyprinus carpio) یکپورمعمول یماه در hsp70 (a) یهاژن ینسب انیب: 1 شکل

 نقره تراتین و نقره نانوذرات حادتحت یهاغلظت با یریقرارگ از پس
 اختلاف بودن داریمعن دهندهنشان یبردارنمونه یهازمان از کی هر در رمشابهیغ حروف وجود

های اندار در یک تیمار در زمدهنده اختلاف معنی؛ وجود ستاره )*( نشان(>05/0P)است 

 .استانحراف معیار ±صورت میانگینها بهداده. (>05/0P)مختلف است 
 

 

 Cyprinus) یکپورمعمول انیماه آبشش در یبافت راتییتغ خلاصه :3 جدول

carpio )نقره تراتین و نقره نانوذرات با یریقرارگ معرض در روز 21 از پس 

 
 

 Cyprinus) یکپورمعمول انیماه کبد در یبافت راتییتغ خلاصه :4 جدول

carpio) نقره تراتین و نقره نانوذرات با یریقرارگ معرض در روز 21 از پس 
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های روز قرار گیری با غلظت 21پس از  (Cyprinus carpio)در ماهی کپور معمولی  (E-F)و روده  (C-D)، کبد (A-B)آبشش تغییرات بافت  :2 شکل

 تحت حاد نانوذرات نقره و نیترات نقره

 Aگرم در لیتر از نانوذرات نقره: میلی 08/0غلظت گذاری با : در معرض(a) ( آنوریسمX 400 ؛)Bگرم در لیتر از نیترات میلی 045/0گذاری با غلظت : در معرض

 (a)ز نیترات نقره: گرم امیلی 025/0گذاری با غلظت : در معرضC(؛ X 100برخواستگی اپیتلیالی ) (c)کوتاهی لاملای ثانویه،  (b)ریختگی لاملای ثانویه،  (a)نقره: 

نکروز شدن  (a)گرم در لیتر از نانوذرات نقره: میلی 04/0گذاری با غلظت : در معرضD(؛ X 100تخریب شدن هسته هپاتوسیت ) (b)هایپرتروف شدن هپاتوسیت، 

گرم در میلی 08/0گذاری با غلظت ر معرض: دE(؛ X 100هاپرتروف شدن هپاتوسیت ) (c)تخریب هسته هپاتوسیت،  (b)های هپاتوسیت، کانونی و تجمع هسته

 (.X 100گرم در لیتر از نیترات نقره: پرز تخریب شده )میلی 045/0گذاری با غلظت : در معرضF(؛ X 400لیتر از نیترات نقره: پرز متورم )

       

 Cyprinus) یکپورمعمول انیماه روده در یبافت راتییتغ خلاصه :5جدول

carpio  )نقره تراتین و نقره نانوذرات با یریگ قرار معرض در روز 21 از پس 

 

  بحث

حاضر نانوذرات  حال آوری، درهای صنعت نانوفنتوجه به ویژگی با       

شود در آینده بینی میمختلف در صنایع زیادی کاربرد دارند و پیش

افزایش استفاده  (.Schmidth ،2009) تر شودبیش هاآن کاربرد نیز مقدار

ها به محیط زیست و تاثیر بر از نانوذرات، خطرات ورود ناخواسته آن

(. 2005و همکاران،  Williams) کندمی زنده غیرهدف را زیاد موجودات

ه کورود ناخواسته این مواد از یک سو و از طرفی دیگر با توجه به این

باشد، احتمال در ها میهای آبی مقصد نهایی بسیاری از آلایندهمحیط

ترین باشد. ازجمله مهممعرض قرارگیری آبزیان با این نانوذرات بالا می

باشد که مطالعات زیادی روی نانوذرات پرکاربرد، نانوذرات نقره می

 و همکاران، Nallamuthu) است شده موجوات آبزی انجام نقره در سمیت

رغم استفاده گسترده از این (، اما به2015و همکارن،  Völker؛ 2013

فلز و امکان در ورود آن به محیط، نقاط مبهم زیادی در 
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های سلامتی موجودات زنده وجود مورد تاثیرات ناخواسته آن بر جنبه

شناسی نانوذرات نقره را دارد. در مطالعه حاضر سعی شد اثرات سم

 ادههای آبشش، کبد و روده مورد بررسی قرار دشناسی بافتروی بافت

عنوان ژن شاخص استرس در ماهیان نیز به Hsp70ژن  چنین بیانو هم

چنین از نیترات نقره جوان کپور معمولی مورد بررسی قرار گرفت. هم

مثبت جهت مقایسه اثرات آن با نانوذرات نقره  شاهدعنوان نیز به

 استفاده شده است.

که رفتار نانوذرات در با توجه به این: اد نانوذرات نقرهسمیت ح       

و همکاران،  Song) دما ازجمله محیطی تاثیر عوامل تحت های آبیمحیط

 pH (Baalousha( و 2015 همکاران، و Grillo) املاح نوع و مقدار (،2015

 توانند روی باشد، بنابراین این عوامل می( می2008و همکاران، 

کارگرفته شده در های بهنانوذرات نیز موثر باشند. غلظتشناسی سم

بینی شده نانوذرات نقره در های پیشتر از غلظتاین مطالعه بیش

و  Blaser( و 2009و همکاران ) Gottschalkمحیط بود که توسط 

های حاد در مورد نانوذرات ( گزارش شده بود. غلظت2008ن )اهمکار

طور مثال دست آمده بود. بههشده نیز بنقره در سایر مطالعات انجام 

و  Kim( و 2010و همکاران ) Kashiwada (2006 ،)Wuدر مطالعه 

بین  (O. latipes)( این غلظت حاد برای ماهی مداکا 2010همکاران )

 (D. rerio)لیتر گزارش شده بود. در زبرافیش  گرم درمیلی 30تا  03/1

گرم در لیتر میلی 07/7ه گزارش شده برای نانوذرات نقر 50LC بالغ

گزارش شده در این   50LC(. 2008و همکاران،  Griffittبوده است )

 15/0±05/0لیتر برای نانوذرات نقره و  در گرممیلی 29/0±02/0 مطالعه

( که دلیل این 1گرم در لیتر برای نیترات نقره بوده است )جدول میلی

تغییر در فاکتور های فیزیک ای، تواند ناشی از اختلاف گونهاختلاف می

چنین چگونگی ساخت نانوذرات و خواص فیزیک شیمیایی آب و هم و

 Grillo؛ 2008و همکاران،  Baalousha) شیمیایی نانوذرات اشاره کرد و

توان گفت که در ماهی کپور (. با توجه به نتایج می2015و همکاران، 

تری بیش تاثیر و بوده استنقره  تر از نانوذراتنقره سمی معمولی، نیترات

 Bilberg(. در مطالعه 1ها داشته است )جدول روی سلامتی و بقاء آن

در ماهی زبرافیش برای  50LC( مشخص شد که 2011ن )او همکار

میکروگرم در  25و  84ترتیب حدود نانوذرات نقره و نیترات نقره به

نقره با توجه به توان گفت که نیترات بود. با توجه به این نتایج می لیتر

نقره به عوامل مختلف )داخلی و محیطی(،  سمیت نانوذرات بودن وابسته

علت خواص تری داشت که بخشی از این اختلاف نیز بهسمیت بیش

 (.2014و همکاران،  Ribeiroذاتی نانوذرات است )

عنوان های هیستوپاتولوژیکی بهشاخص: شناسیتغییرات بافت       

هایی معرض آلاینده بررسی وضعیت سلامتی ماهی در زیستی در نشانگر

طور سموم و فلزات سنگین در مطالعات محیطی و آزمایشگاهی به نظیر

 (.2011 همکاران، و De Cuna) گیرندمی قرار استفاده مورد وسیع

هایی نظیر ترین تجمع مواد آلاینده را در بافتبیش شده، انجام مطالعات

و  Jayakumarماهیچه نشان داده است ) آبشش، کلیه، کبد، پوست و

Paul ،2006 ؛Negro ،2015 آبشش اولین اندامی است که به جهت .)

موقعیت قرار گرفتن، ساختار بسیار منشعب و در نتیجه سطح وسیع 

کند، بلافاصله از محیط آن همراه با حجم زیاد آبی که از آن عبور می

 (.Negro ،2015؛ 2011و همکاران،  Da Cunaبیند )آلوده آسیب می

شناسی نانوذرات نقره و نیترات نقره بر آبشش، در این مطالعه اثرات سم

 21کبد و روده مورد بررسی قرار گرفت. نتایج  نشان داد که پس از 

ترین تغییرات بیش نقره، حاد تحت هایقرارگیری با غلظت معرض روز در

ثانویه و برخواستگی لاملای  ریختگی و کوتاهی آنوریسم، شامل آبشش در

چنین در کبد این تغییرات (. هم3 و جدول A-B 2 تلیایی بود )شکلاپی

شامل نکروز کانونی، دژنره شدن هپاتوسیت، تخریب هسته، تنگی 

( و در روده شامل پرزهای متورم، 4و جدول  C-D 2سینوسی )شکل 

ا های التهابی و تخریب ساختار پرزهتخریب لایه موکوسی، نفوذ سلول

(. در مطالعات دیگر که به بررسی اثرات 5و جدول  E-F 2بود )شکل 

روز  30نانوذرات بر بافت آبزیان پرداخته بودند مشخص شد که پس از 

در معرض قرارگیری با نانوذرات اکسیدروی، غشاء سلولی آبشش 

چنین هسته های  آبششی نیز تخریب شدند و همتخریب شد، سلول

و همکاران،  Haoان کپورمعمولی تخریب شد )سلولی نیز در کبد ماهی

اد که ( نتایج نشان د2010و همکاران )  Galloway(. در مطالعه2013

با نانوذرات  Arenicola marinaگیری روز در معرض قرار 10پس از 

 Osborneچنین شد. هم تخریب گوارش پرزهای دستگاه اکسیدتیتانیوم،

( گزارش کردند 2016و همکاران )  Rajeshkumarو (2015) همکاران و

و   (Danio rerio)ترتیب زبرافیشکه پس از در معرض قراردهی به

با نانوذرات نقره، عوارض بافتی مختلفی در  (Labeo rohita)روهیتو 

منظور بررسی به (1393) همکاران آرا ورزم مطالعه در شد. گزارش ماهیان

 pangasianodon)کمان ماهی رنگینشناسی، گربهتغییرات بافت

hypophthalmus) 20و  1های روز در معرض غلظت 10مدت به 

چنین نیترات نقره قرار گرفتند. میکروگرم در لیتر نانوذرات نقره و هم

های بافتی شامل هایپرپلاژی رشته که انواع آسیب ها مشاهده کردندآن

ه در بافت های ثانویای شدن تیغهو تیغه ثانویه، کوتاه شدن و حلقه
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آبشش ماهیان مورد مطالعه ایجاد شد. نتایج کلی این آزمایش نشان 

تری در مقایسه با نیترات شناسی کمداد که نانوذرات نقره تاثیر سم

آلا چنین در مطالعه دیگری ماهیان قزلدهند. همنقره از خود بروز می

ند قرار گرفت ppm 50و  25، 0های روز در معرض غلظت 21مدت را به

ها نشان داد که بافت کبد دچارپرخونی، دژنراسیون و نتایج مطالعه آن

(. 1395)ایمانی و همکاران،  بود هپاتوسیت شده واکوئلی و سیتوپلاسمی

( نیز تاثیر نانوذرات 2007و همکاران )  Griffittچنین در مطالعههم

شش مورد بررسی قرار گرفت که نتایج مشابه با نتایج این بمس بر آ

های مختلف تحت تاثیر نانوذرات مس مطالعه مشاهده گردید و عارضه

که وجود آمد. باتوجه به اینبه  (Danio rerio)در بافت آبشش زبرافیش

؛ Cengiz ،2006) گذاردمی تاثیر بافت عملکرد روی بافتی فیزیکی تخریب

Katuli ،و همکاران b2014گذاری با هر توان گفت که در معرض( می

تواند عملکرد آبشش، کبد و روده را تحت تاثیر قرار نقره می دو فرم

دهد و در نهایت سلامت و بقاء ماهی را با خطر مواجه سازد. لازم به 

های تخریبی های مشاهده شده، عارضهذکر است که برخی از عارضه

باشد و برخی دیگر واکنش دفاعی تحت تاثیر حضور نقره در بافت می

باشد. برای مثال مشاهده تخریب لایه ینده میبدن در برابر یک آلا

ها دارد. تیالی در آبشش ماهیان نشان از تاثیرات مستقیم آلایندهاپی

عنوان یک پاسخ دفاعی است، به این تیالی بهبرخواستگی لایه اپی

حالت ترتیب که با افزایش فاصله در قسمت سطحی لاملا  نسبت به

آلاینده به خون ماهیان در  مادهطبیعی، باعث افزایش زمان رسیدن 

معرض قرار گرفته و در نتیجه به تعویق افتادن مسمومیت در این 

(. چسبدنگی لاملا در واقع پاسخ Cengiz ،2006شود )موجودات می

ها دفاعی برای حساسیت زیاد لایه سطحی آبشش در برابر آلاینده

سمی جهت عنوان مکانیباشد. هایپرپلاژی در آبشش ممکن است بهمی

چنین تاخیر در رسیدن سموم به خون افزایش ناحیه تنفسی و هم

های دفاعی که جهت بقاء (. هزینه این پاسخCengiz ،2006باشد )می

چنین تبادل کاهش کارایی تنفسی و هم باعث مستقیماً باشد،می موجود

شود. با توجه تعداد و شدت عوارض مشاهده موجود آبزی می در اسمزی

و  <آبشش <ترتیب در کبدترین تغییرات بهاین مطالعه بیششده در 

چنین هیچ اختلافی بین مقدار و شدت سپس روده مشاهده شد. هم

های اثر نانوذرات نقره و نیترات نقره روی عوارض مشاهده شده در بافت

 مورد نظر مشاهده نشد.

ناسی شعلاوه بر آنالیزهای بیوشیمیایی، بافت: تغییرات بیان ژن       

تواند تکنیکی موثر در بررسی گیری بیان ژن میو رفتارشناسی، اندازه

های محیطی بر موجودات زنده مورد استفاده قرار بگیرد. تاثیر آلاینده

که تغییرات ژنتیکی )تغییر در بیان، عملکرد و تنظیم ژنی( و طوریبه

مواجهه عنوان شاخص به تواندمی موجودات پروتئینی در سطوح تغییرات

ویژه اگر مولکول مورد بررسی قسمتی گرفته شود. بهبا آلودگی درنظر

زدایی سلول باشد، که از آن جمله از مکانیزم دفاعی، ترمیمی و یا سم

 450P(، آنزیم سیتوکرومChan ،1995ها )توان به متالوتیونینمی

(Colombo  ،گلوتاتیون1995و همکاران ،)S-( ترانسفرازAhmad  و

و همکاران،  Pandey) (SOD)دیسموتاز  اکسیدسوپر (،2004ن، همکارا

و همکاران،  Duffy) (HSP 70) های شوک حرارتی( و پروتئین2003

شاخص مناسبی  عنوانبه حرارتی شوک هاینمود. پروتئین اشاره (1999

شود زا بیان میصورت عمومی در مورد بسیاری از عوامل تنشکه به

(. 2014و همکاران،  Kenkel؛ 2011و همکاران،  Rupikشمار آیند )به

پروتئینی  Hsp70 حرارتی،شوک هایپروتئین مختلف هایایزوفرم بین در

 Dongکند )ها افزایش بیان پیدا میدنبال ورود آلودگیبه که غالباً است

(. در مطالعات مختلف مشخص شده است که شدت 2013و همکاران، 

حرارتی با توجه به گونه مورد بررسی، نوع و های شوک پاسخ پروتئین

های مختلف متفاوت غلظت آلاینده و مدت مواجهه با آلاینده و بافت

و  Bauer؛ 2011و همکاران،  Bao؛ 2009و همکاران،  Dortsاست )

گذاری ماهیان جوان کپورمعمولی با در معرض (.2013همکاران، 

قره باعث القاء بیان ژن های تحت حاد نانوذرات نقره و نیترات نغلظت

Hsp70  دهنده این است که این پروتئین ( که این نشان1شد )شکل

عنوان نشانگر زیستی آلودگی با فلز نقره مدنظر قرار گیرد. تواند بهمی

اند نتایج نشان پرداخته Hsp70در مطالعات مختلف به بررسی بیان ژن 

و همکاران،  Leeها کاهش داشته )داده که در برخی موارد بیان ژن

و  Rhee؛ 1395( و در برخی موارد افزایش )سفری و همکاران، 2006

در القا  دهد که احتمالاً(. چنین مشاهداتی نشان می2009همکاران، 

های مختلف، حالت بیان ژن پروتئین شوک حرارتی تحت تاثیر آلاینده

 ( کاهش بیان این ژن2004و همکاران ) Ahearnانتخابی وجود دارد. 

های کانال ریانودین بیان رسپتورهای کاهش را به مواد مواجهه با برخی در

( افزایش 2003و همکاران ) Waisbergاندوپلاسمیک و  شبکه کلسیمی

محل پروموتور  رونویسی در کردن فاکتورهای بیان این ژن را به فسفریله

با توجه به خاصیت چربی  انداز ژن مورد نظر نسبت دادند.و یا راه

داخل سلول نفوذ راحتی به(، بهSparks ،1995دوستی فلزات سنگین )

ها تداخل پیدا کنند و کرده و ممکن است با هسته آبگریز پروتئین

ها گردند. نتایج مطالعه حاضر نشان منجر به تخریب شدن پروتئین

در هر دو شکل نقره افزایش  Hsp70داد بیان نسبی ژن 
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جهت جلوگیری  HSP70تواند به نقش داری پیدا کرد که این میمعنی

ها نسبت داده شود و از این طریق منجر به از دناتوره شدن پروتئین

و همکاران،  Buso) اندگرفته شده تحمل ماهیان در معرض قرار بالارفتن

2002.)Rajeshkumar  و (2013) ناو همکار Xing ( 2013و همکاران )

ترتیب خامه ماهی بهگزارش کردند که پس از در معرض قراردهی 

(Chanos chanos) و ماهی کپور معمولی(Cyprinus carpio)   با فلزات

شاهد افزایش یافت.  مقایسه با گروه در hsp70کش، بیان سنگین و علف

، افزایش 21 و مخصوصاً 14نتایج این مطالعه نشان داد که در روزهای 

که شاید دلیل تر بوده است های بالاتر بیشدر غلظت Hsp70بیان ژن 

تر در گذر زمان بوده است. های کمتر ماهی با غلظتآن انطباق بیش

چنین مقایسه بین بیان این ژن در نانوذرات و نیترات نقره نشان هم

در تیمارهای نیترات نقره  Hsp70داد که، در روز اول میزان بیان ژن 

تاثیرات منفی خاطر به تر از نانوذرات نقره بود که دلیل آن احتمالاًبیش

ترین چنین کمباشد. همتر این شکل از نقره بر بدن ماهیان میبیش

بیان آن افزایش زیادی داشت  21غلظت نانوذرات نشان داد که در روز 

 04/0، غلظت 14که این افزایش شاید به این دلیل باشد که تا روز 

معرض گرم در لیتر نانوذرات نقره سمیت بالایی را در ماهیان در میلی

نداشته است. تغییر در بیان ژن  Hsp70قرار گرفته جهت القاء ژن 

Hsp70 برداری مختلف در ماهیانی که در معرض های نمونهدر زمان

و همکاران،  Cui) است شده گزارش تر نیزپیش بودند گرفته قرار هاآلاینده

(، که دلیل آن 2013و همکاران،  Jing؛ 2011و همکاران،  Fu؛ 2010

چنین سازگاری ژن نسبت آلاینده و هم زیاد عدم تحریک برخی موارد در

 باشد. ماهی با شرایط استرسی در گذر زمان می

توان گفت که هر دو شکل نقره با توجه به نتایج این مطالعه می       

های آبشش، کبد و روده تاثیرگذار بود، اما با توجه به نقش روی بافت

ترین تغییرات نیز در همین بافت مشاهده شزدایی، بیبافت کبد در سم

ترین چنین مقایسه بین دو شکل نقره نشان داد که بیشگردید، هم

های نقره مشاهده گردید، اما اختلافی در ها در بالاترین غلظتعارضه

چنین ها مشاهده نشد. همشدت تاثیرات بین دو شکل نقره در بافت

 Hsp70شان داد که بیان ژن نتایج بررسی مولکولی در این مطالعه ن

در ماهیان در معرض قرار گرفته با نانوذرات نقره و نیترات نقره به 

عنوان شاخص تواند بهتوان گفت این ژن میشدت افزایش یافت و می

مناسبی جهت پایش وضعیت سلامت ماهیان در مورد استفاده قرار 

شود برای چنین جهت انجام مطالعات آینده پیشنهاد میبگیرد. هم

برداری از شناسی مواد مختلف، نمونهبررسی و تفسیر بهتر اثرات سم
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