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چکيد ه 

 )Barbus gyrpus( تحقیق حاضر به منظور بررسی اثر غلظت های مختلف نانوذرات نقره بر فاکتور های خونی و بیوشیمیایی سرم خون ماهی شیربت

صورت گرفت. در این مطالعه، تعداد 150 قطعه ماهی شیربت با میانگین وزنی 9/01±40/12 گرم در یک طرح کاملا تصادفی با پنج تیمار آزمایشی 

و سه تکرار ) با تعداد 10 قطعه در هر تکرار( مورد استفاده قرار گرفتند که شامل تیمار آزمایشی شاهد )G1(، بدون استفاده از نانوذرات نقره( و 

 LC50 1/20 و غلظت LC50 1/10، غلظت LC50 بود که میزان استفاده از نانوذرات نقره در آن ها به ترتیب G5 و G4 ،G3 ،G2 تیمارهای آزمایشی

1/40 و غلظت LC50 1/80 بود و در روز های صفر، هفت، 14 و 21 فاکتورهای بیوشیمیایی و هماتولوژی اندازه گیری شد. تعداد گلبول های قرمز در 

تیمار های G4 ،G3 و G5 در روز های هفت، 14 و 21 افزایش معنی داری را نشان داد )p > 0/05(. سطح گلوکز در تیمار های G4 ،G3 و G5 در روز 

های هفت، 14 و 21 و تیمار G2 در روز 14 و 21 افزایش معنی داری داشت )p > 0/05(. سطح اوره و اسید اوریک تفاوت معنی داری را در روز ها 

و تیمار های مورد بررسی نشان نداد )p > 0/05(. سطح کلسترول در تیمار G3 در روز 14 و 21 و در تیمار های G5 ،G4 در روز های هفت،14 و 21 

کاهش معنی داری داشت )p > 0/05(. سطح تری گلیسرید در تیمار G2 در روز 21، تیمار G3 در روز 14 و 21 و در تیمار های G4 و G5 در روزهای 

هفت، 14 و 21 کاهش معنی داری داشت )p > 0/05(. از نتایج مطالعه حاضر می توان نتیجه گرفت که غلظت های تحت کشنده نانوذرات نقره علاوه بر 

اثر بر پاسخ های استرسی، تاثیر نسبی بر فاکتورهای خونی و بیوشیمیایی سرم داشته و حتمًا باید در مصرف این مواد در آبزی پروری با احتیاط عمل کرد.

کلمات کلیدی: ماهی شیربت، نانوذرات نقره، فاکتورهای بیوشیمیایی خون، فاکتور های خونی
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Effect of different concentration levels of silver nanoparticles on blood factors and serum biochemical pa-
rameters in farmed shirbut )Barbus grypus( in Khuzestan province  
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This experiment was conducted to evaluate the effect of different concentrations of nanoparticles on blood factors and 
serum biochemical parameters of Barbus gyrpus. The experiment was conducted in a completely randomized design 
with 150 shirbut (with average weight of 40.12±9.01 g) in five treatments and three replicates (n=10 in each replicate). 
The treatments included control group )G1( without using nonoparticles, and experimental groups )treatments G2, 
G3, G4 and G5( with nonoparticle concentrations of 1.10 LC50, 1.20 LC50, 1.40 LC50 and 1.80 LC50, respectively. 
Hematological and biochemical parameters were measured on days 0, 7, 14 and 21. The red blood counts showed a 
significant increase in G3, G4 and G5 on days 7, 14 and 21 (P <0.05). Glucose level in G3, G4 and G5 on days 7, 14 and 
21 and in G2 on days 14 and 21 increased significantly (P <0.05). The urea and uric acid levels did not show significant 
difference in different days and experimental treatments )P>0.05(. Cholesterol level in treatment G3 on days 14 and 21, 
and treatments G4 and G5 on days 7, 14 and 21 was significantly reduced (P <0.05). Triglyceride level in treatment G2 
on day 21 and treatment G3 on days 14 and 21 and G4 and G5 on days 7, 14 and 21 significantly decreased (P<0.05). 
It can be concluded that sub-lethal concentrations of silver nanoparticles, has a relative impact on blood factors and 
serum biochemical parameters, in addition to the effect on stress responses, and we should be cautious in the use of 
these substances in aquaculture.
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مقدمه

با  مبارزه  در  جمله  از  مختلف  صنایع  در  نانوذرات  از  استفاده 
بین  در  است.  یافته  بی سابقه ای  توسعه ی  بیماری زا  عوامل  و  بیماری ها 
بالا،  باکتریایی  ضد  اثرات  به  توجه  با  نقره،  نانوذرات  فلزی،  نانوذرات 
در مبارزه با عوامل بیماری زا، بیشتر مورد توجه قرار گرفته اند )7،20(. 
خطرات استفاده از آنتی بیوتیک ها و مواد ضد باکتریایی رایج مثل ایجاد 
مقاومت های باکتریایی، مشکلات زیست محیطی، انتقال مقاومت دارویی 
به عوامل بیماری زای انسانی و هزینه بالای مصرف، باعث گرایش بیشتر 
محققین به مواد جایگزین شده است. نانو ذرات نقره در بسیاری موارد 
به  عنوان جایگزین مناسب برای مواد ضد میکروبی رایج معرفی شده اند 
در  نقره  نانو ذرات  از  استفاده  امکان  تحقیقاتی در مورد  اخیراً   .)7،20(
آبزیان نیز انجام شده است )4(. به عنوان مثال، سوندی و همکاران )20( و 
Chopra و همکاران )7( به  ترتیب اثرات ضد باکتریایی مناسب نانو ذرات 
را  انسانی  بیماری زای  باکتری های  برخی  و  اشرشیاکلی  باکتری  بر  نقره 
گزارش نمودند و نیز تحقیقاتی در ارتباط با اثرات سمی نانوذرات نقره 

در ماهی قزل آلای رنگین کمان )Onchorhynchus mykiss( با غلظت های 
 96 ،72 ،48، لیتر در زمان های 24  بر  پنج، 10 و 20 میلی گرم  یک، دو، 
(fathead  )Pimephales promelas با استفاده از دو  ساعت، ماهی مینو 
 )Oryzias latipes( محصول نانو ذرات نقره تجاری و ماهی مداکای ژاپنی
با بیان ژن استرس صورت گرفته است )6،13،19(. از آن  جایی که کشور 
ایران یکی از کشور های پیشرو در علم نانوتکنولوژی است و با توجه به 
توسعه ی آن، شاهد کاربرد بیشتر نانوذرات در صنایع مختلف از جمله 
میزان  تعیین  تحقیق،  این  از  هدف  بود.  خواهیم  آبزی پرروری  صنعت 
فاکتور های  روی  بر  نقره  تانو ذرات  تاثیر غلظت های مختلف  و  سمیت 

خونی و بیوشیمیایی ماهی شیربت می باشد. 

مواد و روش ها
تهیه ماهی شیربت 

تعداد 240 قطعه بچه ماهي شیربت با ميانگين وزن گرم 50-30 گرم 
و اندازه 20 الی 25 سانتي متر از مزارع پرورش ماهي اطراف اهواز تهيه 
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و به دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز منتقل شدند. بعد 
از هم دما نمودن آب پلاستیک های حمل ماهی با آب موجود در سالن، 
ماهی ها در دو مخزن 300 لیتری رها سازی شدند و به مدت 14 روز در 

سالن مرکز سازگار شدند.

شرایط فیزیکی وشیمیایی آب مورد آزمایش 

از  قبل  ساعت   24 که  شهري  شده ي  فيلتر  آب  از  آزمايش  اين  در 
استفاده در مخازن 600 لیتری ذخیره و با استفاده از تیوسولفات سدیم 
فیزیکی  پارامتر های  گردید.  استفاده  شد،  کلرزدایی  لیتر(  بر  گرم  )پنج 
آزمایش  اندازه گیری شد. در طول دوره  به طور روزانه  و شیمیایی آب 
شوری   ،  pH=  8/7±0/9 سانتی گراد،  درجه   27±1 آب  دمای  میانگین 
0/78±12 گرم بر لیتر، میزان اکسیژن محلول برابر1/2± 8 میلی گرم در 
لیتر، میزانNH3  و NO2 کمتر از 0/01 میلی گرم در لیتر و میزان NO3 کمتر 

از 0/1 میلی گرم در لیتر بود.

روش تعیین سمیت کشندگی )LC50( نانو ذرات نقره 

شده  جفت  پلاسماي  سنجي  طيف  روش هاي  از  استفاده  با  ابتدا 
نظر  از  نقره  نانو ذرات  كيفيت  عبوری  الكتروني  ميكروسكوپ  و  القايي 
خلوص مورد استفاده ارزيابي گرديد. برای تعیین سمیت نانو ذرات نقره 
 OECD )Organization for Economic Cooperation از روش استاندارد
and Development( استفاده گردید )3(. ابتدا اقدام به انجام آزمایشات 
مقدماتی در سطح کوچک برای به دست آوردن حدود غلظت کشنده این 
ماده گردید و سپس هفت غلظت متوالی )صفر، 0/15، 0/3، 0/6، 1/25، 
تکرار(  سه  )در  نقره  نانو ذرات  محلول  از  لیتر(  بر  میکروگرم  پنج   ،2/5
)شرکت نانونصب پارس محصول L-2000( در نظر گرفته شد. به طوری که 
غلظت ایجادکننده ی 100درصد تلفات و غلظت غیرکشنده در بین این 
از دو  )بعد  از سازگاری ماهی  این منظور پس  به  غلظت ها قرار گیرد. 
هفته( به هر مخزن 10 قطعه ماهی به صورت تصادفی معرفی و روزانه 
ماهی ها در دو نوبت هشت صبح و 16 بعد ازظهر به میزان سه درصد 
 Static- renewal( وزن بدن تغذیه شدند. با توجه به روش مورد استفاده
دفعی  آلی  مواد  و  متابولیت ها  اثر  از  جلوگیری  برای   )test condition
نظر  در  اولیه  غلظت  در حد  نقره  نانو ذرات  غلظت  نگهداری  و  ماهی 
گرفته شده، آب تمام مخازن هر سه روز یک بار با آب حاوی همان غلظت 
فاقد  و  بی حرکت  ماهی های   .)9،14( تعویض می گردید  نقره  نانوذرات 
حرکت سرپوش آبششی مرده محسوب شده و از آب خارج می گردیدند. 
ثبت تلفات بصورت روزانه )24، 48، 72 و 96 ساعت( انجام شده و بعد 
از ثبت تلفات، اقدام به تعیین LC50 ،LC10 و LC90 در زمان های 24، 48 
،72 و 96 ساعت با استفاده از نرم افزارProbit  نسخه 1/5گردید. در این 
نقره  نانوذرات  غلظت  لگاریتم  و  تلفات  تعداد  بین  رگرسیون  از  روش 
استفاده شد )2(. برای مقایسه ی مقادیر و تعیین معنی دار بودن اختلاف 
بین غلظت کشنده ی نانوذرات نقره در گونه های مورد بررسی از هم 

پوشانی حدود مذکور استفاده شد )9(. 
Maximum acceptable concentration )MAC( حداکثر غلظت مجاز

ساعت   96 در  تلفات  درصد   50 ایجادکننده  غلظت  نمودن  تقسیم  با 
نانوذرات نقره در هر گونه بر عدد ده محاسبه گردید. تمامی ماهیان به 

مدت 96 ساعت در غلظت های مورد نظر نگهداری شده و میزان مرگ و 
میر در زمان های 24، 48، 72و 96 ساعت محاسبه شد )9(. 

مقادیر LC50 و محدوده اطمینان 95 درصد مطابق بودو و رایبیر )5( 
با روش Probit analysis بر پايه لگاريتم 10 از غلظت ماده سمي، و مرگ 
و میر در زمان های 24، 48، 72 و 96 محاسبه شد. محدوده اطمینان 95 

درصد با فرمول موهاپترا ورنگاراجان M  )15( محاسبه شد.
و    LC70  ،LC30  ،LC10 شامل  دیگر  کشنده  مقادیر   ،LC50 بر  علاوه 
LC90 با استفاده از جدول Probit، جدول مرگ و میر Probit و رگرسیون 

 %95( LC50 آن محاسبه شد. مقادیر محدوده اطمینان 95 درصد با فرمول
با فرمول زیر   SD ± SD )LC50[ 1.96([ محاسبه شد. مقادیر   LC( = LC50

 Probit، p/شیب خط رگرسیون نانوذرات نقره b محاسبه شد در حالی که
مقدار نانوذرات نقره استفاده شده، n تعداد ماهیان مورد استفاده در هر 

گروه و w میانگین وزن ماهیان مورد استفاده بود )8(.

تیمار بندی ماهی 

بعد از به دست آوردن LC50 نانوذرات نقره برای ایجاد مسمومیت 
 )G4(1/40 ،)G3(1/20 ،)G2( 1/10 مزمن ماهی شیربت، چهار تيمار با غلظت هاي
و G5( 1/80( میزانLC50  در 96 ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره 
و غلظت صفر نيز به عنوان تيمار شاهد )G1( )در مجموع پنج تيمار و هر 
کدام با سه تکرار( در 15 آکواریوم 200 لیتری در نظر گرفته شد. به هر 
آکواریوم 10 قطعه ماهی با وزن متوسط حدود 35-30 گرم اضافه گردید. 
هر سه روز یک بار آب آکواریوم ها با همان غلظت مواد تعویض شدند. 
در روز های صفر، هفت ، 14 و 21 ازشروع آزمایش، از چهار ماهی از 
هر تکرار )12 ماهی از هر تیمار( نمونه خون تهیه شد و آزمایش ها روی 

نمونه ها انجام گرفت.

خون گيري

از هر تیمار چهار قطعه ماهی در فواصل زمانی یک، هفت، 14 و 21 
روز از آکواریوم خارج شده و پس از بیهوشی با داروی 2- فنوکسی اتانول 
)125 میلی گرم بر لیتر( به روش حمام بیهوش شدند )3( . ابتدا ماهیان 
با یک حوله خشک و تمیز پاک شده تا کاملا آب آن گرفته شود. سپس از 
ناحیه ساقه دمی ماهیان با استفاده از سرنگ هاي هپارینه شده و هپارینه 
صورت  خون گيری   )21 شماره  سرسوزن  و  سی سی  پنج  )سرنگ  نشده 
شدن  لخته  از  پس  انعقاد  ضد  ماده  فاقد  خون  نمونه های   .)1(  گرفت 
به مدت پنج دقيقه با سرعت 3000 دور در دقيقه سانتريفوژ شدند و پس 
از تفکيک سرم از سلول های خون، سرم آن براي اندازه گيري فاکتور های 
 2/5 ميکروتيوب های  در  نمونه سرم  گردید.  برداشت  بیوشیمیایی خون 
بيوشيميايی در فريزر دمای  انجام آزمايش  تا زمان  ميلی ليتری تخليه و 
20- درجه سانتي  گراد نگه داری شدند و از نمونه های خون دارای ماده 

ضد انعقاد برای اندازه گیری شاخص های گلبولی خون استفاده شد.

اندازه گیری پارامترهای خون شناسی 

هموگلوبین به روش استاندارد سیانومت هموگلوبین مورد سنجش 

تاثیر غلظت های مختلف نانوذرات نقره بر  ...
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قرار گرفت. 0/02 میلی لیتر خون با پنج میلی لیتر محلول تجارتی درآبکین 
)معرف سیانومت هموگلوبین( مخلوط گردید. پس از گذشت 10 دقیقه 
با سرعت 2000  به منظور رسوب ذرات هسته  از زمان مخلوط نمودن، 
موج  در طول  فوقانی  محلول  نوری  و جذب  سانتریفوژ  دقیقه  در  دور 
میزان  و  اندازه گیری شد  اسپکتروفتومتر  دستگاه  وسیله  به  نانومتر   540

هموگلوبین بر حسب گرم در دسی لیتر محاسبه گردید )17(.
)PCV )Packed cell volume یا هماتوکریت  حجم فشرده گلبولی یا 
از لوله های موئینه صورت گرفت. لوله های  با استفاده  به روش میکرو 
موئینه به مدت 10 دقیقه در 10000 دور در دقیقه برای متراکم ساختن 
میلی لیتر  درصد  برحسب  و  گردیدند  سانتریفوژ  خون  قرمز  گلبول های 
خون بیان شدند )4(. شمارش کلی گلبول های قرمز ماهی به روش دستی 
و با استفاده از لام هماسیتومتر نئوبار صورت گرفت. تعداد گلبول های 

قرمز در میلی لیتر مکعب خون محاسبه شد )16(. 

 اندازه گیری پارامتر های بیوشیمیایی سرم خون

پارامتر هاي بیوشیمیایی سرم خون شامل گلوكز ) به روش اکسیداسیون 
اسيد اوريك  آنزیماتیک(،  )به روش  اوره  اکسیداز(،  گلوکز  توسط  گلوکز 
کلسترول  آنزیم  روش  )به  كلسترول  فسفوتنگستیک(،  اسید  )به روش 

دهیدروژناز(  گلیسروفسفات  آنزیم  )به روش  تري گليسريد   ، اکسیداز( 
كيت هاي  از  استفاده  با  زیر  آزمايشگاهي  روش هاي  به  کراتینین  و 
آزمايشگاهي ساخت شركت پارس آزمون مورد سنجش قرار گرفت )11(. 
فسفر  میزان  و  شد  انجام  كلري متري  به روش  كلر  اندازه گيري  همچنین 
اسید  به وسیله  منيزيم  شد. سطح سرمي  اندازه گیری  فتومتری  روش  به 
از  با استفاده  این روش  تری کلرواستیک مورد سنجش قرار گرفت، در 
تری کلرو استیک پروتئین حذف می شود. در ادامه با افزودن زرد تیتان 
کمپلکسی بین این ماده و منیزیم تشکیل می شود که در حضور پلی وینیل 
الکل این رنگ تثبیت می شود. با افزودن هیدروکسید سدیم رنگ بهتر حل 
شده و در نتیجه بر شدت رنگ افزوده می شود. جذب نوری رنگ حاصله 
 complexon به روش  نانومتر قرائت گردید. كلسيم  در طول موج 540 
CPC( O-Cresolphthalein( با كيت زيست شيمي اندازه گيري شد. يون 
ارغواني  رنگ  ارتو كرزول فتالئين كمپلكسون  با  قليايي  محيط  در  كلسيم 
ايجاد مي كند كه با غلظت كلسيم موجود در نمونه رابطه مستقيم دارد 

و در طول موج  هاي 580-550 نانومتر قابل اندازه گيري مي باشد )16(.

آنالیز آماری 

نرمال  گردید.  استفاده   SPSS افزار16  نرم  از  اطلاعات  آنالیز  برای 

 Probit جدول 1- میزان سمیت نانوذرات نقره )میكروگرم بر لیتر( در ماهی شیربت بعد از 2۴، ۴8، 72 و ۶۹ ساعت مجاورت با استفاده از آنالیز

جدول 2- تغییرات میانگین )SE±( تعداد گلبول قرمز )میلیون در هر میكرولیتر( خون ماهی شیربت در تیمار های مختلف در زمان های مختلف آزمايش 

حروف نامشابه در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار داده ها در بین غلظت های مختلف نانوذرات نقره است )P>۰/۰5(. تیمارهای G1،G2،G3،G4  و 
G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ میزانLC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانوذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( می باشند.

96ساعت72ساعت48ساعت24ساعتغلظت كشنده

LC100/1290/0580/0390/034

LC500/1880/1310/2050/127

LC902/732/3192/2941/258

LC992/992/4712/4731/458

071421تيمار/ روز

G11/30±0/10 a1/30±0/06 a1/50±0/05 a1/43±0/13 a

G21/34±0/04 a1/40±0/02 a1/50±0/06 a1/53±0/20 a

G31/33±0/13 a1/42±0/08 b1/55±0/07 b1/60±0/11 b

G41/35±0/15 a1/40±0/10 b1/58±0/07 b1/76±0/11 c

G51/35±0/04 a1/45±0/ b101/74±0/08 c1/80±0/c10
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جدول ۳- تغییرات میانگین هماتوکريت )SE±( )برحسب درصد میلی لیتر خون( ماهی شیربت در تیمار های مختلف نانوذرات نقره در زمان های مختلف آزمايش 

حروف نامشابه در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار داده ها در بین غلظت های مختلف نانو ذرات نقره است )P>۰/۰5(. تیمارهای G1،G2،G3،G4  و 
G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ میزان LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانوذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( می باشند.

071421تيمار/ روز

G140/5±4/0a40/5±5/0 a42/5±4/0 a41/5±5/0 a

G241/0±6/0 a42/0±4/0 a41/3±6/0 a41/0±5/0 a

G340/0±3/0 a42/0±7/0 a44/0±6/0 a42/0±5/0 a

G440/0±5/0 a42/0±6/0 a43/5±4/0 a43/5±4/0 a

G541/0±5/0 a44/0±4/0 a44/5±5/0 a47/5±3/0 a

برابری  همچنین  و  اسمیرنف  کولموگرف  آزمون  توسط  داده ها  بودن 
آنووای  از  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  لون  تست  توسط  واریانس ها 
استفاده  تحقیق  تیمار-های  بین  میانگین  تفاوت  بررسی  برای  یک طرفه 
گردید. برای بررسی معنی دار بودن تفاوت میانگین ها از تست تکمیلی 
نمودار ها  شد.   استفاده   0/05 معنی داری  سطح  در   )Duncan( دانکن 

وجداول آماری با استفاده از نرم افزار اکسل ترسیم شد.

نتایج
نتایج مربوط به تعیین سمیت نانو ذرات نقره در ماهی شیربت در 
 LC50 .زمان های 24، 48، 72و 96 ساعت در جدول 1 آورده شده است
در 96 ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره برابر 0/127 میکروگرم 

بر لیتر بود.
حداکثر غلظت مجاز و سمیت نانوذرات نقره در ماهی شیربت )با 
به  از 96 ساعت مجاورت،  بعد  پایین  و  بالا  با حد  اطمینان 95 درصد( 

ترتیب 0/26 و 0/45 میکروگرم بر لیتر و میزان LC50 نانو ذرات نقره در 
ماهی شیربت در 96 ساعت برابر با 0/086 میکروگرم بر لیتر بود.

تغییرات تعداد گلبول قرمز خون ماهی شیربت در تیمار های مختلف 
نانوذرات نقره در زمان های صفر، هفت،14 و 21 روز در جدول 3 آورده 
کاهش  یا  و  افزایش   G2 و   G1 تیمار  در  قرمز  گلبول  میزان  است.  شده 
 )p  < نداد  )0/05  را در روز های مختلف نمونه گیری نشان  معنی داری 
 G4 ،G3 ولی افزایش معنی داری در میزان گلبول های قرمز در تیمارهای
و G5 در روز های هفت، 14و 21 در مقایسه با  G1 و G2 مشاهده شد 
)p > 0/05(. همچنین بیشترین میزان افزایش در تیمار G5 و در روز 21 

و برابر با 0/10±1/80 بود.
در  شیربت  ماهی  لیتر(  )دسی  خون  هماتوکریت  میزان  تغییرات 
تیمار های مختلف در روزهای صفر، هفت، 14 و 21 در جدول 4 نشان 
داده شده است. اگرچه میزان هماتوکریت در G5 از نظر عددی افزایش 

.)p < 0/05( یافته است ولی این میزان افزایش معنی دار نبود

جدول ۴- تغییرات میانگین هموگلوبین خون )SE±( )گرم بر دسی لیتر( در تیمار های مختلف در زمان های مختلف آزمايش 

حروف نامشابه در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار داده ها در بین غلظت های مختلف نانو ذرات نقره است )P>۰/۰5(. تیمارهای G1،G2،G3،G4  و 
G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ میزان LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( می باشند.

071421تيمار/ روز

G10/15±0/01 a0/15±0/01 a0/16±0/01 a0/17±0/01 a

G20/16±0/03 a0/15±0/02 a0/16±0/03 a0/17±0/04 a

G30/16±0/02 a0/16±0/02 a0/16±0/03 a0/17±0/03 a

G40/16±0/04 a0/16±0/02 a0/18±0/02 a0/18±0/01 a

G50/16±0/03 a0/17±0/04 a0/19±0/03 a0/20±0/03 a

تاثیر غلظت های مختلف نانوذرات نقره بر  ...
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شكل 1- تغییرات میانگین )±خطای استاندارد( گلوکز سرم )میلی گرم بر دسی لیتر( در تیمار های مختلف در زمان های مختلف نمونه گیری. حروف 
نامشابه نشان دهنده تفاوت معنی دار می باشد )P>۰/۰5(. تیمارهای G1،G2،G3،G4 و G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ میزان 

LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( بودند.

تیمار های  در  شیربت  ماهی  خون  هموگلوبین  میانگین  تغییرات 
مختلف در روزهای صفر، هفت، 14 و 21 در جدول 5 نشان داده شده 
است. میزان هموگلوبین بین تیمار های مختلف اختلاف معنی داری را در 

.)P<0/05( زمان های مختلف نشان نداد
تیمارهای  در  شیربت  ماهی  خون  سرم  گلوکز  میانگین  تغییرات 
مختلف در روزهای صفر، هفت، 14 و 21 نمونه برداری در شکل 1 نشان 
داده شده است. میزان گلوکز سرم خون ماهی در تیمار G2 در روز 21، 
در تیمار G3 در روز های 14 و 21 و در تیمار های  G4 و G5 در روز های 
 .)p > 0/05( هفت، 14 و 21 نسبت به روز صفر افزایش معنی داری داشت
همچنین با افزایش میزان غلظت و همچنین با افزایش مدت طول تماس 
ماهی با نانو ذرات نقره، میزان گلوکز خون افزایش یافت. بیشترین میزان 

افزایش گلوکز سرم خون در روز 21 و مربوط به تیمار G5 بود.
تیمار های  در  شیربت  ماهی  خون  کلسترول سرم  میانگین  تغییرات 
مختلف در روزهای صفر، هفت، 14 و 21 نمونه برداری در شکل 2 نشان 
داده شده است. میزان کلسترول در تیمار G3 در روز های 14 و 21، و در 
تیمار های G4 و G5 در روز های هفت، 14 و 21 به طور معنی داری در 
مقایسه با G1 کاهش یافت )p > 0/05( که نشان می دهد با افزایش طول 
میزان  غلظت  افزایش  همچنین  و  نقره  نانو ذرات  با  ماهی  تماس  مدت 
کلسترول کاهش می یابد. کمترین میزان کلسترول در تیمار G5 و در روز 

21 مشاهده شد.
تغییرات میانگین تری گلیسرید سرم خون ماهی شیربت در تیمار های 
مختلف در روز های صفر، هفت، 14 و 21 نمونه برداری در شکل 3 نشان 
داده شده است. میزان تری گلیسرید در تیمار G2 در روز 21، در تیمار 

G3 در روز های 14و 21 و در تیمار  G4 و G5 در روز های هفت، 14 و21 

نسبت به روز صفر کاهش معنی داری را نشان داد  )p > 0/05(. بیشترین 
میزان کاهش در تیمار G5 و در روز 21 مشاهده شد.

میزان  در  معنی داری  اختلاف   4 اوره طبق شکل  میزان  بررسی  در 
.)P<0/05( اوره در بین تیمار ها و در روز های نمونه گیری مشاهده نشد

تغییرات میانگین اسید اوریک سرم خون ماهی شیربت در تیمار های 
مختلف در روز های صفر، هفت، 14 و 21  نمونه-برداری در شکل 5 نشان 
داده شده است. اختلاف معنی داری بین تیمار ها در زمان های مختلف 

.)P<0/05( نمونه برداری مشاهده نشد
تغییرات میانگین کلسیم، فسفر، منیزیم و کلر به ترتیب در جدول 
6 تا 9 نشان داده شده است. نتایج نشان داد که تفاوت معنی داری بین 
میزان کلسیم، فسفر، منیزیم و کلر در بین تیمار ها در زمان های مختلف 

 .)P<0/05( مشاهده نشد

بحث
در  بیوتیک ها  آنتی  مثل  باکتریایی  ضد  مواد  از  زیاد  استفاده ی 
یافتن  و  بوده  مطرح  گسترش  حال  در  معضل  یک  به عنوان  آبزی پروری 
از  می باشد.  صنعت  این  متولیان  دغدغه ی  مناسب،  جایگزین های 
معروف  خود  باکتریایی  ضد  اثرات  به خاطر  نقره  نانو ذرات  آن جایی که 
می باشند، لذا یافتن غلظت کشنده و نیز حداکثر غلظت مجاز این مواد 
در گونه های مختلف ماهی ضروری می-باشد )19(. نتایج حاصل از این 
در  بالایی  دارای سمیت   2000-L نقره  نانو ذرات  که  داد  نشان  تحقیق، 
ماهی شیربت بوده و LC50 بعد از مجاورت 96 ساعته با L-2000 برای 
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شكل 2- تغییرات میانگین )±خطای استاندارد( کلسترول سرم )میلی گرم بر دسی لیتر( در تیمار های مختلف در زمان های مختلف نمونه گیری. 
حروف نامشابه نشان دهنده تفاوت معنی دار می باشد )P>۰/۰5(. تیمارهای G1،G2،G3،G4  و G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ 1/8۰ 

میزان LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( بودند.

مختلف  زمان های  در  مختلف  تیمار های  در  لیتر(  دسی  بر  )میلی گرم  سرم  گلیسیريد  تری  استاندارد(  )±خطای  میانگین  تغییرات   -۳ شكل 
نمونه گیری. حروف نامشابه نشان دهنده تفاوت معنی دار می باشد )P>۰/۰5(. تیمارهای G1،G2،G3،G4  و G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 

1/۴۰ 1/8۰ 8 میزان LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( بودند.

تاثیر غلظت های مختلف نانوذرات نقره بر  ...
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شكل ۴- تغییرات میانگین )±خطای استاندارد( اوره سرم )میلی گرم بر دسی لیتر( در تیمار های مختلف در زمان های مختلف نمونه گیری. حروف 
نامشابه نشان دهنده تفاوت معنی دار می باشد )P>۰/۰5(. تیمارهای  G1،G2،G3،G4  و G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ میزان 

LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( بودند.

شكل 5- تغییرات میانگین )±خطای استاندارد( اسید اوريک سرم )میلی گرم بر دسی لیتر( در تیمار های مختلف در زمان-های مختلف نمونه گیری. 
حروف نامشابه نشان دهنده تفاوت معنی دار می باشد )P>۰/۰5(. تیمارهای G1،G2،G3،G4  و G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ 

میزان LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( بودند.
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جدول 5- تغییرات میانگین )± خطای استاندارد( کلسیم )میلی مول بر لیتر( خون در تیمار های مختلف در زمان های مختلف نمونه برداری 

جدول ۶- تغییرات میانگین )± خطای استاندارد( فسفر )میلی مول بر لیتر( خون در تیمار های مختلف در زمان های مختلف نمونه برداری

 G5 و G4,G3,G2,G1 تیمار .)P>۰/۰5( حروف نامشابه در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار داده ها در بین غلظت های مختلف نانو ذرات نقره است
به ترتیب حاوی ۰، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ میزان LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( می باشد.

حروف نامشابه در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار داده ها در بین غلظت های مختلف نانو ذرات نقره است )P>۰/۰5(. تیمارهای  G1،G2،G3،G4  و 
G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ میزان LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( بودند.

071421تيمار/ روز

G110/3±1/0 a10/5±1/0 a10/6±1/0 a10/3±1/5 a

G210/3±1/0 a10/6±2/0 a10/3±1/0 a11/0±2/0 a

G310/4±2/0 a10/3±3/0 a10/4±1/0 a10/8±1/0 a

G410/4±2/0 a10/3±3/0 a10/7±1/0 a11/0±2/0 a

G510/4±3/0 a11/1±3/0 a10/4±2/0 a11/1±2/0 a

071421تيمار/ روز

G120/2±2/0 a21/2±3/0 a22/2±1/0 a20/8±2/0 a

G222/4±3/0 a21/2±1/0 a21/5±2/0 a20/6±2/0 a

G321/0±2/0 a18/7±1/0 a17/8±3/0 a17/3±2/0 a

G421/4±1/0 a18/6±1/0 a17/9±1/0 a16/5±2/0 a

G520/1±1/0 a18/5±2/0 a17/6±2/0 a15/5±2/0 a

ماهی شیربت برابر 0/086 میلی گرم در لیتر مشخص گردید. شهباززادهو 
همکاران )19( غلظت نانو ذرات نقره برای ماهی قزل آلا را حدود پنج 
ماهي  بالاتر  مقاومت  نشان دهنده  كه  نمودند   گزارش  لیتر  در  میلی گرم 
به  نسبت  تحقيق  دراين  مطالعه  مورد  ماهي هاي  به  نسبت  قزل آلا 
بررسی  با   )4( همکاران  و  بارایلان  همچنين  مي باشد.  نقره  نانو ذرات 
سمیت نانو ذرات نقره در جنین ماهی زبرا (Danio rerio)، سمیت بالای 
نانوذرات نقره را در این ماهی گزارش نمودند. در تحقيق چا و همكاران 
نانوذرات  با  نزديك  اندازه ذرات  با  نقره  نانو ذرات  )6(، غلظت كشنده 
ميلي گرم   50  (Oryzias latipes) ژاپني  مداكاي  ماهي  در  جاري  تحقيق 
در ليتر بعد از 24 ساعت بود كه مقاومت بالاي این ماهی را نسبت به 
سميت اين ماده نشان می دهد. اندازه ذرات نانونقره با سميت آن ها 
مرتبط است و هر چه اندازه ذرات نانو كوچكتر باشد كارايي آن ها بيشتر 

و سميت آن ها نيز بالاتر خواهد بود.
ضد  اثرات  به ویژه  نقره،  نانوذرات  مناسب  ویژگی های  علی رغم 
است  شده  گزارش  مختلف  تحقیقات  در  که  ویروسی،  و ضد  باکتریایی 

کشنده  تحت  غلظت های  تاثیر  که  تحقیق، مشخص شد  این  در   )7،20(
متغیر  و  متفاوت  شیربت،  ماهی  خونی  فاکتور های  بر  نقره  نانو ذرات 
معنی داری  تفاوت  هماتوکریت  و  هموگلوبین  میزان  به طوری که  بود 
در   .)P<0/05( نداد  نشان  نمونه گیری  مختلف  مراحل  در  تیمار ها  بین 
 G5 و   G4  ،G3 تیمار های  در  خونی  قرمز  گلبول های  تعداد  صورتی که 
p(. راجکومور   > داد )0/05  به کنترل نشان  افزایش معنی داری نسبت 
کپور  در  نقره  نانو ذرات  از  ناشی  سمیت  بررسی  با   )17( همکاران  و 
از غلظت 25 میلی گرم  (Labeo rohita) نشان دادند که استفاده  روهو 
گلبول های  تعداد  به کاهش معنی دار  نقره منجر  نانو ذرات  کیلوگرم  بر 
قرمر و هموگلوبین خون ماهی کپور روهو در مقایسه با شاهد گردید و 
با افزایش میزان غلظت نانو ذرات نقره )50 و 100 میلی گرم بر کیلوگرم( 
تحقیق  در  نبود.  معنی دار  ولی  یافت  افزایش  نیز  خونی  پارامتر های 
که  است  نقره  نانو ذرات  استرس  با  مواجهه  تغییرات  این  دلیل  مذکور 
بر عملکرد طبیعی فیزیولوژی و متابولیسم ماهی تاثیر می گذارد )17(. 
هماتولوژی  بر  نقره  نانو ذرات  اثر  بررسی  با   )10( همکاران  و  ایمانی 
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جدول 7- تغییرات میانگین )± خطای استاندارد( منیزيم )میلی مول بر لیتر( خون در تیمار های مختلف در زمان های مختلف نمونه برداری

جدول 8- تغییرات میانگین )± خطای استاندارد( کلر )میلی مول بر لیتر( خون در تیمار های مختلف در زمان های مختلف نمونه برداری

حروف نامشابه در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار داده ها در بین غلظت های مختلف نانو ذرات نقره است )P>۰/۰5(. تیمارهای  G1،G2،G3،G4  و 
G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ میزان LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/8۶ میكروگرم بر لیتر( بودند.

حروف نامشابه در هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی دار داده ها در بین غلظت های مختلف نانو ذرات نقره است )P>۰/۰5(. تیمارهای  G1،G2،G3،G4  و 
G5 به ترتیب حاوی صفر، 1/1۰، 1/2۰، 1/۴۰ و 1/8۰ میزان LC50  در ۹۶ ساعت بعد از مجاورت با نانو ذرات نقره )۰/۰8۶ میكروگرم بر لیتر( بودند.

071421تيمار/ روز

G167±8 a60±9 a60±8 a70±7 a

G267±9 a60±6 a60±6 a64±7 a

G365±9 a68±7 a63±6 a61±5 a

G465±8 a68±7 a64±7 a62±8 a

G565±6 a65±7 a63±8 a64±3 a

071421تيمار/ روز

G1101±12 a100±15 a105±10 a102±12 a

G2101±13 a104±15 a101±14 a98±13 a

G3104±13 a109±16 a106±12 a96±12 a

G4106±15 a109±12 a100±14 a104±13 a

G5105±12 a100±12 a98±13 a104±11 a

ماهی قزل آلای رنگین کمان نتایج مشابهی را در زمینه تعداد گلبول های 
قرمز با تحقیق حاضر به دست آوردند. آن ها گزارش نمودند که غلظت 
معنی دار  افزایش  به  منجر  نقره  نانوذرات  لیتر  بر  میلی گرم   0/2 و   0/1
میزان هموگلوبین، گلبول های قرمز و هماتوکریت شد. این محققین دلیل 
بدن  بالای  اکسیژنی  نیاز  را  هماتوکریت  و  هموگلوبین  مقادیر  افزایش 
با نتایج تحقیق  نانو ذرات نقره ذکر کردند که  با  ماهی بعد از مواجهه 
به  نقره  نانوذرات  سمیت  که  گفت  می توان  نداشت.  همخوانی  حاضر 

غلظت آلاینده و مدت زمان مجاورت با آلاینده بستگی دارد )10(. 
کلسترول،  گلوکز،  شامل  سرم  بیوشیمیایی  فاکتور های  مورد  در 
تری گلیسرید، اوره و اسید اوریک، میزان گلوکز سرم خون تحت تاثیر 
  G5 و G4 ،G3 ،G2 غلظت های تحت کشنده نانو ذرات نقره در تیمار های
 .)p > 0/05( افزایش معنی داری را نشان داد G1 نسبت به گروه شاهد
 )Cyprinus carpio L(معمولی کپور  ماهی  روی  بر  در  که  تحقیقی  در 
انگشت قد انجام شد، غلظت تحت کشنده ی سیفلوترین باعث افزایش 

برای  که  سمیتی  به دلیل  نقره  نانو ذرات  شد.  خون  سرم  گلوکز  میزان 
ماهی داشته تحت عنوان یک عامل استرس زا عمل کرده و باعث استرس 
در  گلوکز  میزان  در  معنی دار  افزایش  نهایت  در  که  می شود  ماهی  در 
تیمار های در معرض با نانو ذرات نقره  G4 G3 ،G2 و G5 را توجیه می کند 
نقره  نانو ذرات  تأثیر  بیوشیمیایی خون تحت  )18(. بررسی شاخص های 
نشان دادند که استرس ناشی از آلودگی نانو ذرات نقره در تست تحت 

کشنده منجر به افزایش گلوکز خون شده است. 
G4 و   ،G3 تیمار های   همچنین میزان کلسترول و تری گلسیرید در 
G5 کاهش معنی داری نسبت به تیمار کنترل پیدا کرد. در مطالعه ای که 

فارکاس و همکاران )12( بر روی سلول های کبد ماهی قزل آلای رنگین 
(Oncorhynchus mykiss) انجام داد مشخص گردید که نانو ذرات  کمان 
نقره باعث آسیب کبدی و همچنین کاهش متابولیت های داخل سلولی 
سلول های کبدی می-شود. میزان تری گلیسرید سرم ماهی به علت کاهش 
میزان تولید کلسترول در اثر کاهش فعالیت های داخل سلولی سلول های 
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کبدی کاهش معنی داری پیدا کرد. سایر فاکتور های مورد بررسی در این 
نداده و فقط میزان عددی فسفر در  را نشان  تغییر محسوسی  تحقیق 
تیمار های در معرض نانو ذرات نقره نسبت به تیمار کنترل کاهش عددی 

  .)P<0/05( نشان داد که معنی دار نبود

 نتیجه گیری کلی
بالا  غلظت های  در  نقره  نانو ذرات  تحقیق  این  نتایج  به  توجه  با 
برخی  القای  باعث  و  داشته  شیربت  ماهی  در  بالایی  نسبتاً  سمیت 
تغییرات استرسی در فاکتور های بیوشیمیایی سرم ماهی می گردند. لذا در 
استفاده از این نانو ذرات باید به غلظت های اعلام شده از طرف مراکز 
تحقیقاتی توجه نموده و حتی الامکان زمان مصرف نانو ذرات نیز حداقل 
باشد. در ضمن استفاده زیاد نانو ذرات می تواند به عنوان تهدیدی برای 

محیط زیست نیز مطرح باشد.

منابع مورد استفاده

1. Ademuyiwa, O., R. Ugbaja, S. Rotimi, E. Abam, B. Okediran, 
O. Dosumu and B. Onunkwor. 2007. Erythrocyte acetylcholines-
terase activity as a surrogate indicator of lead-induced neurotoxic-
ity in occupational lead exposure in Abeokuta, Nigeria. Environ-
mental Toxicology and Pharmacology 24: 183–188.
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