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آسیب شناسي اثرات سطوح مختلف نانوذره مس در آب بر آبشش 
بچه ماهي قزل آلاي رنگین كمان )Oncorhynchus mykiss( پیش و 

پس از يک دوره بازيابي

احمد ايماني  1*،  كوروش سروي مغانلو2، سیران خاني3

چکیده
مطالعــه حاضــر بــه منظــور بررســي آســیب هــاي نانــو ذره مــس بــر 
ســاختار بافــت آبشــش بچــه ماهــي قــزل آلاي رنگیــن كمــان در پیــش و 
پــس از يــک دوره بازيابــي طــرح ريــزي شــد. بــراي اين منظــور مجموعا 
135 قطعــه بچــه ماهــي بــا وزن متوســط 30 گــرم بــه صــورت تصادفي 
در مخــازن90 لیتــري توزيــع گرديدنــد. بچــه ماهیــان بــه مــدت 21 روز 
تحــت ســه تیمــار مختلــف نانــو ذره شــامل 0، 25 و 50 میکروگــرم در 
لیتــر نانــوذره مــس قــرار گرفتنــد و همچنیــن بــا هــدف بررســي امــکان 
ــان  ــه ماهی ــط، بچ ــو ذره از محی ــذف نان ــس از ح ــا پ ــیب ه ــم آس ترمی
بــه مــدت 21 روز ديگــر نیــز پــرورش يافتنــد. نمونــه بــرداري از بافــت 
ــا روش  ــا ب ــت ه ــت و باف ــورت پذيرف ــاي دو دوره ص ــش در انته آبش
هماتوكســیلن-ائوزين )H&E( رنــگ آمیــزي شــدند. نتايــج مرحلــه اول 
بافت شناســي آبشــش نشــان داد كــه هــر دو غلظــت  25 و 50 میکروگرم 
در لیتــر نانــو ذره مــس  باعــث ايجــاد آســیب هايــي همچــون كاهــش 
طــول رشــته هــاي آبششــي و هايپرپــلازي اپتلیــال گرديــد. همچنیــن 
ــل ــر قاب ــرم در لیت ــار 25 میکروگ ــون در تیم ــع خ ــازي و تجم تلانژكت
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 مشــاهده بــود. تجمــع خــون شــديد در قســمت ابتدايــي رشــته هــاي 
آبششــي، افزايــش فضــاي بیــن تیغه هــاي آبششــي و تخريــب اپیتلیال 
در برخــي نقــاط تیغــه هــاي ثانويــه آبششــي در تیمــار 50 میکروگــرم 
در لیتــر مشــاهده شــد. در مرحلــه دوم مطالعــه نیــز آســیب هــاي بافتي 
البتــه بــا شــدت كمتــري وجــود داشــت. جمــع بنــدي نتايــج نشــان مــي 
دهــد نانــو ذره مــس ســبب آســیب بــه بافــت آبشــش بچــه ماهیــان مي 
گــردد بنحــوي كــه در غلظــت هــاي بــالا، شــدت ايــن آســیب هــا افزايش 
مــي يابــد، و همچنیــن  برخــي از ايــن آســیب هــا حتــي پــس از اتمــام 

مقدمه
فنــاوري نانــو بــه انقــلاب فنــاوري در هــزاره جدیــد 
منجــر شــده اســت و کاربردهــاي آن پتانســیل 
دارد.  جهــان  بــر  تاثیرگــذاري  بــراي  عظیمــي 
نانــوذرات رایــج تریــن عناصــر در علــم و فنــاوري 
نانــو هســتند کــه کاربردهــاي بســیار متنوعــي در 
ــه در الکترونیــک،  ــع مختلــف از جمل ــوم و صنای عل
پزشــکي، داروســازي، لــوازم آرایشــي و بهداشــتي، 
محیــط زیســت، تولیــد انــرژي، کاتالیزورهــا و غیــره 
Agarwal et., al(. بــا توجــه  دارنــد)2012 
بــه خــواص منحصــر بــه فــرد فیزیکــي و 
ــدازه کوچــک،  ــه ان ــوذرات از جمل شــیمیایي نان
ســطح وســیع تــر، ویژگــي هــاي نــوري خــاص 
و پوشــش ســطحي ویــژه، ایــن مــواد مــي 
تواننــد در بســیاري از مطالعــات زیســتي و 
زیســت محیطــي مــورد اســتفاده قــرار بگیرنــد 
ــاد دانشــمندان و  ــل، توجــه زی ــه همیــن دلی و ب
ــد  ــوده ان ــب نم ــود جل ــه خ ــگران را ب پژوهش

)Yah et al ., 2011; Chan, 2006(. بــا توجــه 
بــه گســترش ســریع صنایــع مرتبــط بــه نانــو 
ذرات احتمــال ورود ایــن مــواد بــه منابــع آبــي 

ــت و  ــط زیس ــر محی ــمي ب ــرات س ــاد اث و ایج
موجــودات بــه ویــژه آبزیــان وجــود دارد 
 .)Kagan et al., 2005; Zhou et al.,  2016(
مهمتریــن فلــزات در ســم شناســي ماهیــان 
شــامل آلومینیــوم، کــروم، آهــن، نیــکل، مــس، 
روي، آرســنیک، کادمیــوم، جیــوه و ســرب 
ــزات  ــزو فل ــس ج ــن م ــن بی ــند. در ای ــي باش م
ــراي  ــک عنصــر ضــروري ب ــوده و ی ــاب ب کمی
همــه موجــودات زنــده اســت و حــدود 30 آنزیم 
ــي  ــتفاده م ــور اس ــوان کوفاکت ــه عن ــس ب از م
کننــد، امــا بــه طــور بالقــوه بــراي بســیاري از 
 Viarengo,( موجــودات ســمي تلقي مــي گــردد
 1989; Grosell et al., 1998; Grosell et al.,

2007( و آســیب هــاي مختلــف بافتــي شــامل 

جداشــدن پایــه و خونریــزي در تیغــه آبششــي 
ثانویــه، هیپرپــلازي در لامــلاي اولیــه و ثانویــه 
آبششــي، هیپرتروفــي ســلولي، آســیب بــه 
ســلول هــاي اندوتلیــال مویــرگ هــا و افزایــش 
ضخامــت اپــي تلیــوم رشــته هــاي آبششــي در 
 Solea senegalensis،  Prochilodus scrofa
 Arellano et al.,) ــان ــن کم ــزل آلاي رنگی و ق
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 1999, Mazon et al., 2002, Heerden

et al., 2004) همچنیــن دژنرســانس چربــي، 

پرخونــي، خونریــزي و در غلظــت هــاي بالاتــر 
نکــروز کبــدي، هجــوم لنفوســیت هــا و کاهــش 
ــي  ــد ماه ــت کب ــا در باف ــیت ه ــداد هپاتوس تع
شــده  گــزارش   Oreochromis niloticus
 Figueiredo-Fernandes et al.,( اســت 
ــکاران )1394(  2007(. مطالعــه خبــاري و هم

 )0-0/15 mg/l( نشــان داد کــه  ســولفات مــس
ــفید،  ــول س ــز، گلب ــاي قرم ــزان گلبول ه ــر می ب
 MCV، MCH، هماتوکریــت،  هموگلوبیــن، 
ــي  ــر معن ــیت تأثی ــل و لنفوس MCHC، نوتروفی

داري داشــت. در ســال هــاي اخیــر، شــکل 
جدیــدي از فلــز مــس طراحــي شــده اســت 
کــه نوعــي نانــو مــاده حــاوي فلــز متشــکل از 
نانــوذرات مــس مــي باشــد و به شــکل وســیعي 
در صنایــع مختلــف مــورد اســتفاده قــرار مــي-
 Shaw and Handy, .(2011) Alishahi( گیرد
ــره  ــوذرات نق ــمیت نان  Mesbah (2010) وس

ــان شــامل  ــف از ماهی ــه مختل را در چهــار گون
 Ctenopharyngodon( علفخــوار  کپــور 
ــکار  ــیربت )Barbus grypus(، اس idella(، ش
ســوروم  و   )Astronorus ocellatus(
بررســي  مــورد   )Cichlosoma severums(
ــن نتیجــه رســیدند  ــه ای ــا ب ــد. آن ه ــرار دادن ق
کــه دو گونــه اخیــر در برابــر نانــوذرات نقــره 
مقاومــت بیشــتري نســبت بــه دو گونــه دیگــر 
دارنــد. همچنیــن شــیربت )B. grypus( بــه 
عنــوان یــک گونه وحشــي حساســیت بیشــتري 
نســبت بــه نانــوذره نقــره دارد. مطالعــات اولیــه 

نانــوذرات  از  بخشــي  کــه  مي دهــد  نشــان 
مي توانــد در ســتون آب بصــورت معلــق باقــي 
مانــده و توســط موجــودات آبــزي جذب شــوند 
ــوذرات  ــرات ســمي نان )Zhu et al., 2010(. اث
در موجــودات آبــزي ماننــد گونه هــاي مختلــف 
جلبــک هــا، زئوپلانکتــون هــا و ماهــي هــا 
قابــل مشــاهده اســت )Perello, 2013(. بــه 
ــوذره مــس و ســولفات  ــرات نان ــال اث طــور مث
مــس  بــر بافــت هــاي ماهــي قــزل آلاي رنگیــن 
ــت و  ــه اس ــرار گرفت ــي ق ــورد بررس ــان م کم
ــم  ــلازي، انوریس ــل هیپرپ ــي از قبی ــیب های آس
و نکــروز تیغــه هــاي ثانویــه در آبشــش و 
صدماتــي شــبیه هپاتیــت در کبــد گــزارش 
 .)Al-Bairuty et al., 2013( اســت  شــده 
ــواد  ــو م ــي از نان ــواع مختلف ــد ROS در ان تولی
ــاهده  ــزي مش ــید فل ــو ذرات اکس ــه نان از جمل
 Elsaesser and Howard,( اســت  شــده 
Tee et al., 2015 ;2012(. رادیــکال هــاي آزاد 

ــتي  ــا و واسرش ــي ه ــیون چرب ــا پراکسیداس ب
پروتئیــن هــاي ســاختاري ســلول هــا منجــر بــه 
از دســت رفتــن کارکردهــاي حیاتــي یــک بافــت 
ــري، 1390(.  ــوري و عط ــوند )صب ــدام مي ش ان
امــروزه نقــش تخریــب اکســیداتیو پروتئین هــا 
بوســیله رادیــکال هــاي آزاد در فرآینــد پیري و 
آســیب شناســي بیمــاري هــا مــورد توجــه قرار 
ــا  ــه اســت )Nakamura et al., 2007(. ب گرفت
ــا  ــاط ب ــه در ارتب ــل توج ــات قاب ــود اطلاع وج
آثــار پاتولوژیــک عنصــر مــس در گونــه هــاي 
ــار  ــورد آث ــا در م ــي ه ــان، نگران ــف آبزی مختل
ــترش  ــه گس ــي نانــوذرات فلــزي رو ب احتمال
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ــي در  ــات علم ــش اطلاع ــه افزای ــرا ک ــت، چ اس
زمینــه ســم شناســي نانــوذرات جهــت مدیریــت 
و بهینــه نمــودن اســتفاده از ایــن مــواد بســیار 
اهمیــت دارد. در همیــن راســتا مطالعــه حاضــر 
بــا هــدف بررســي آســیب هــاي احتمالــي 
ناشــي از غلظــت هــاي مختلــف نانــو ذره مــس 
بــر بافــت آبشــش و همچنیــن بررســي امــکان 
ترمیــم آســیب هــا پــس از حــذف نانــو ذره از 

ــت. ــورت گرف ــط آب ص محی
مواد و روش كار

طرز تهیه نانوذرات مس 
کاهــش  از  اســتفاده  بــا  مــس  نانــوذرات 
 -  L ــا ــزي CuCl2 در آب ب شــیمیایي نمــک فل
اســید اســکوربیک بــه عنــوان عامــل احیــا کننده 
و تثبیــت کننــده تهیــه شــد؛ بــه طــور خلاصــه، 
 -L و 7/045 گرم CuCl2.2H2O 0/3409 گــرم
ــه در 100  ــه طــور جداگان اســکوربیک اســید ب
میلــي لیتــر آب دیونیــزه حــل شــده و بــه مــدت 
30 دقیقــه با دســتگاه اولتراســونیک پخش شــد. 
ظــرف حــاوي محلــول آبــيCuCl2.2H2O   بــا 
ــا دمــاي80 درجــه  کمــک همــزن مغناطیســي ت
ســانتیگراد در حمــام روغــن حــرارت داده شــد 
ــول  ــره محل ــره قط ــزودن قط ــا اف ــان ب و همزم
ــه  ــس تهی ــوذرات م ــکوربیک، نان ــید اس L- اس

ایــن مخلــوط در دمــاي80 درجــه  گردیــد. 
ــک  ــدن ی ــت آم ــه دس ــان ب ــا زم ــانتیگراد ت س
محلــول تیــره، نگهــداري شــد. واکنــش پــس از 
16 ســاعت بــه پایــان رســید و نانوذراتــي بــه 
 Xiong et( انــدازه 6-2 نانومتــر ســاخته شــد

 .)al., 2011

تیمارهاي آزمايشي
ابتــدا 135 قطعــه بچــه ماهــي قــزل آلاي رنگیــن 
ــا میانگیــن وزنــي 30 گــرم از یکــي از  کمــان ب
ــردآبي  ــان س ــرورش ماهی ــر و پ ــز تکثی مراک
ــرورش  ــر و پ ــالن تکثی ــه س ــه و ب ــتان تهی اس
آبزیــان دانشــگاه ارومیــه منتقــل شــد. پــس از 
گذرانــدن یــک هفتــه دوره قرنطینــه و ســازش 
ــول  ــا محل ــان ب ــه ماهی ــد، بچ ــرایط جدی ــا ش ب
نمــک 3% ضــد عفونــي )ســتاري، 1391( و 
ــه  ــار داراي س ــر تیم ــار )ه ــه تیم ــب س در قال
ــا  ــلا ب ــه قب ــري )ک ــرار( در 9 مخــزن 90 لیت تک
ــت  ــر هیپوکلری ــده نظی ــي کنن ــد عفون ــواد ض م
ســدیم کامــلا ضدعفونــي شــده بودنــد( حــاوي 
45 لیتــر آب بــا تراکــم 15 قطعــه در هــر مخــزن 
ــر  ــت بررســي تاثی ــره ســازي شــدند. جه ذخی
غلظــت هــاي مختلــف نانــو ذره مــس بــر بافــت 
آبشــش، تحقیــق حاضــر در قالــب ســه تیمــار 
 Shaw et al.,( بــه شــرح زیــر طراحــي گردیــد
2012(؛ تیمــار 1- فاقــد نانــو ذره مــس )گــروه 

ــس و  ــوذره م ــار µg/l -2 25 نان ــاهد(، تیم ش
ــس. ــو ذره م ــار µg/l -3 50 نان تیم

تحقیــق حاضــر طــي 42 روز و در دو دوره 21 
ــض  ــي دوره اول تعوی ــت. ط ــام گرف روزه انج
صبــح  نوبــت  دو  در   %80 میــزان  بــه  آب 
و عصــر انجــام شــد. در ایــن مــدت تغذیــه 
ــدن  ــد وزن ب ــک درص ــورت ی ــه ص ــان ب ماهی
ــد از  ــت. بع ــورت گرف ــض آب ص ــد از تعوی بع
ــي  ــه ماه ــوع 15 قطع ــن دوره از مجم ــان ای پای
موجــود در هــر تانــک تعــداد 6 قطعــه در پایــان 
روز 21 نمونــه بــرداري صــورت گرفــت و 
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مابقــي ماهیــان بــه مــدت 21 روز دیگــر در 
آب فاقــد نانــو ذره مــس نگهــداري شــدند و در 
پایــان دوره، نمونــه بــرداري از آبشــش ماهیان 
ــایان  ــت. ش ــورت گرف ــه اول ص ــابه مرحل مش
ذکــر اســت کــه ویژگــي هــاي فیزیکوشــیمیایي 
 ،)17  ˚C( دمــا  شــامل  اســتفاده  مــورد  آب 
ــي اچ )7/8( و  ــول )l/gm 8/5(، پ اکســیژن محل
ــرورش  ــراي پ ســختي )l/gm 3OCaC 275( ب
ــود  ــان مناســب ب ــن کم ــزل آلاي رنگی ماهــي ق

.)Roque d’orbcastel et al., 2009(
بررسي هاي بافت شناسي

ــه منظــور مطالعــات بافــت شناســي 6 قطعــه  ب
از بچــه ماهیــان بــه صــورت تصادفــي انتخــاب 
و از بافــت آبشــش آن هــا نمونــه بــرداري 
صــورت گرفــت )Song et al., 2015(. نمونــه 
هــاي فــوق ابتــدا بــه مــدت 72-48 ســاعت در 
محلــول بوئــن تثبیــت و ســپس بــه الــکل اتانــول 
70% منتقــل و تــا زمــان انجــام مطالعــات 
ــداري  ــور نگه ــول مزب ــي در محل ــت شناس باف
ــت  ــازي باف ــاده س ــه آم ــپس ادام ــد. س گردیدن
ــت  ــورت گرف ــتي )1368( ص ــق روش پوس طب
و لام هــاي آمــاده شــده بعــد از رنــگ آمیــزي 
بــه روش هماتوکســیلن- ائوزیــن )H&E( تهیه و 
آســیب هــاي احتمالــي بــا میکروســکوپ نــوري 
 Rajkumar et( ــت ــرار گرف ــي ق ــورد بررس م

.)al., 2016

نتايج
ــان  ــي آبشــش ماهی ــرش هــاي بافت ــر ب تصاوی
ــش،  ــه اول آزمای ــف در مرحل ــاي مختل تیماره
ــد،  ــام ش ــس انج ــو ذره م ــور نان ــا حض ــه ب ک

در شــکل 1 آمــده اســت. آبشــش ماهیــان 
طبیعــي  ســاختار  داراي  )شــاهد(   1 تیمــار 
ــش  ــار l/gµ( 2 25( کاه ــان تیم ــود. در ماهی ب
ــلازي و  ــي، هایپرپ ــاي آبشش ــته ه ــول رش ط
تلانژکتــازي بــه همــراه تجمــع خــون مشــاهده 
ــس  ــو ذره م ــت نان ــش غلظ ــا افزای ــد و ب گردی
در تیمــار l/gµ( 3 50( آســیب هــاي بافتــي 
ــا  ــن آنه ــه مهمتری ــد ک ــاهده ش ــدیدتري مش ش
شــامل هیپرپــلازي اپیتلیــال همــراه بــا کاهــش 
ــع  ــه و تجم ــي اولی ــاي آبشش ــته ه ــول رش ط
شــدید خــون، افزایــش فضــاي بیــن لاملاهــا و 
تخریــب اپیتلیــال رشــته هــاي آبششــي ثانویــه 

ــود. ب
ــه  ــه ک ــه دوم مطالع ــه مرحل ــوط ب ــج مرب نتای
مرحلــه بــدون حضــور نانــو ذره مــس بــود در 
ــار 1  شــکل 2 نشــان داده شــده اســت. در تیم
)شــاهد(، تیغه-هــاي آبششــي، کمــان آبششــي، 
رشــته هــاي آبشــش و آبشــش طبیعــي بودنــد. 
در تیمــار l/gµ( 2 25( کاهــش طــول رشــته 
هــاي آبششــي همــراه بــا هایپرپــلازي اپیتلیــوم 
و تجمــع خــون بــه صــورت خفیــف قابــل 
مشــاهده بــود، بــا ایــن وجــود اثــرات مواجهــه 
ــن  ــل از بی ــور کام ــه ط ــوز ب ــو ذره هن ــا نان ب
ــان  ــار l/gµ( 3 50( همچن ــود. در تیم ــه ب نرفت
هایپرپــلازي اپیتلیــوم بــه همــراه تجمــع خون و 
خــون ریــزي در رشــته هــاي آبششــي مشــهود 
ــل، توجــه  ــن دلی ــه همی ــد و ب ــرار بگیرن ــود ق ب
ــه خــود  ــاد دانشــمندان و پژوهشــگران را ب زی
  Yah., 2011 ;Chan, 2006(ــد ــب نمــوده ان جل
et al(. بــا توجــه بــه گســترش ســریع صنایــع 
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مرتبــط بــه نانــو ذرات احتمــال ورود ایــن مــواد 
بــه منابــع آبــي و ایجــاد اثرات ســمي بــر محیط 
زیســت و موجــودات بــه ویــژه آبزیــان وجــود 
 .)Zhou et al., 2016 ; Kagan et al, 2005(دارد
مهمتریــن فلــزات در ســم شناســي ماهیــان 
شــامل آلومینیــوم، کــروم، آهــن، نیــکل، مــس، 
روي، آرســنیک، کادمیــوم، جیــوه و ســرب مــي 
باشــند. در ایــن بیــن مــس جــزو فلــزات کمیــاب 
ــه  ــراي هم ــروري ب ــر ض ــک عنص ــوده و ی ب
ــم  ــدود 30 آنزی ــت و ح ــده اس ــودات زن موج
ــي  ــتفاده م ــور اس ــوان کوفاکت ــه عن ــس ب از م
کننــد، امــا بــه طــور بالقــوه بــراي بســیاري از 
 Viarengo,( موجــودات ســمي تلقي مــي گــردد
 1989; Grosell et al., 1998; Grosell et al.,

2007( و آســیب هــاي مختلــف بافتــي شــامل 

جداشــدن پایــه و خونریــزي در تیغــه آبششــي 
ثانویــه، هیپرپــلازي در لامــلاي اولیــه و ثانویــه 
آبششــي، هیپرتروفــي ســلولي، آســیب بــه 
ســلول هــاي اندوتلیــال مویــرگ هــا و افزایــش 
ضخامــت اپــي تلیــوم رشــته هــاي آبششــي در 
 Solea senegalensis،  Prochilodus scrofa
 Arellano et al.,( ــن کمــان ــزل آلاي رنگی و ق
 1999, Mazon et al., 2002, Heerden

ــي،  ــانس چرب ــن دژنرس et al., 2004( همچنی

پرخونــي، خونریــزي و در غلظــت هــاي بالاتــر 
نکــروز کبــدي، هجــوم لنفوســیت هــا و کاهــش 
ــي  ــد ماه ــت کب ــا در باف ــیت ه ــداد هپاتوس تع
شــده  گــزارش   Oreochromis niloticus

 ,.Figueiredo-Fernandes et al(اســت
ــکاران )1394(  ــاري و هم ــه خب 2007(. مطالع

 )0-0/15 mg/l( نشــان داد کــه  ســولفات مــس
ــفید،  ــول س ــز، گلب ــاي قرم ــزان گلبول ه ــر می ب
 MCV، MCH، هماتوکریــت،  هموگلوبیــن، 
ــي  ــر معن ــیت تأثی ــل و لنفوس MCHC، نوتروفی

داري داشــت. در ســال هــاي اخیــر، شــکل 
جدیــدي از فلــز مــس طراحــي شــده اســت 
کــه نوعــي نانــو مــاده حــاوي فلــز متشــکل از 
نانــوذرات مــس مــي باشــد و به شــکل وســیعي 
در صنایــع مختلــف مــورد اســتفاده قــرار مــي-

 .)Shaw and Handy, 2011( ــرد گی
ســمیت  )2 0 1 0 (M e s b a h Aو l i s h a h i

گونــه  چهــار  در  را  نقــره  نانــوذرات 
مختلــف از ماهیــان شــامل کپــور علفخــوار 
شــیربت   ،(Ctenopharyngodon idella)

 Astronorus) اســکار   ،(Barbus grypus)

 Cichlosoma) ســوروم  و   (ocellatus
ــد. آن  ــرار دادن ــي ق ــورد بررس severums) م
هــا بــه ایــن نتیجــه رســیدند کــه دو گونــه اخیــر 
ــتري  ــت بیش ــره مقاوم ــوذرات نق ــر نان در براب
ــن  ــد. همچنی ــر دارن ــه دیگ ــه دو گون ــبت ب نس
ــه  ــک گون ــوان ی ــه عن ــیربت )B. grypus( ب ش
بــه  نســبت  بیشــتري  حساســیت  وحشــي 
ــان  ــه نش ــات اولی ــره دارد. مطالع ــوذره نق نان
مي دهــد کــه بخشــي از نانــوذرات مي توانــد 
ــده  ــي مان ــق باق ــورت معل ــتون آب بص در س
و توســط موجــودات آبــزي جــذب شــوند 
)Zhu et al., 2010(. اثــرات ســمي نانــوذرات 
در موجــودات آبــزي ماننــد گونه هــاي مختلــف 
جلبــک هــا، زئوپلانکتــون هــا و ماهــي هــا قابــل 
ــور  ــه ط ــت )Perello, 2013(. ب ــاهده اس مش
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ــوذره مــس و ســولفات مــس   ــرات نان ــال اث مث
بــر بافــت هــاي ماهــي قــزل آلاي رنگیــن کمــان 
ــیب  ــت و آس ــه اس ــرار گرفت ــي ق ــورد بررس م
هایــي از قبیــل هیپرپــلازي، انوریســم و نکــروز 
تیغــه هــاي ثانویــه در آبشــش و صدماتــي 
ــت  ــده اس ــزارش ش ــد گ ــت در کب ــبیه هپاتی ش
 ROS تولیــد   .)Al-Bairuty et al.,  2013(
در انــواع مختلفــي از نانــو مــواد از جملــه 
شــده  مشــاهده  فلــزي  اکســید  ذرات  نانــو 
 (Elsaesser and Howard, 2012; اســت 
 Tee et al., 2015(. رادیــکال هــاي آزاد بــا 

واسرشــتي  و  هــا  چربــي  پراکسیداســیون 
پروتئیــن هــاي ســاختاري ســلول هــا منجــر بــه 
از دســت رفتــن کارکردهــاي حیاتــي یــک بافــت 
ــري، 1390(.  ــوري و عط ــوند )صب ــدام مي ش ان
امــروزه نقــش تخریــب اکســیداتیو پروتئین هــا 
بوســیله رادیــکال هــاي آزاد در فرآینــد پیري و 
آســیب شناســي بیمــاري هــا مــورد توجــه قرار 
ــا  ــه اســت)Nakamura et al., 2007(. ب گرفت
ــا  ــاط ب ــه در ارتب ــل توج ــات قاب ــود اطلاع وج
آثــار پاتولوژیــک عنصــر مــس در گونــه هــاي 
ــار  ــورد آث ــا در م ــي ه ــان، نگران ــف آبزی مختل
ــترش  ــه گس ــي نانــوذرات فلــزي رو ب احتمال
ــي در  ــات علم ــش اطلاع ــه افزای ــرا ک ــت، چ اس
زمینــه ســم شناســي نانــوذرات جهــت مدیریــت 
و بهینــه نمــودن اســتفاده از ایــن مــواد بســیار 
اهمیــت دارد. در همیــن راســتا مطالعــه حاضــر 
بــا هــدف بررســي آســیب هــاي احتمالــي 
ناشــي از غلظــت هــاي مختلــف نانــو ذره مــس 
بــر بافــت آبشــش و همچنیــن بررســي امــکان 

ترمیــم آســیب هــا پــس از حــذف نانــو ذره از 
ــت. ــورت گرف ــط آب ص محی

طرز تهیه نانوذرات مس 
کاهــش  از  اســتفاده  بــا  مــس  نانــوذرات 
  L در آب بــا CuCl2 شــیمیایي نمــک فلــزي
ــا  ــل احی ــوان عام ــه عن ــکوربیک ب ــید اس - اس
ــور  ــه ط ــد؛ ب ــه ش ــده تهی ــت کنن ــده و تثبی کنن
و   CuCl2.2H2O گــرم   0/3409 خلاصــه، 
ــور  ــه ط ــید ب ــکوربیک اس ــرم L- اس 7/045 گ
دیونیــزه  آب  لیتــر  میلــي  در 100  جداگانــه 
ــا دســتگاه  ــه ب ــه مــدت 30 دقیق حــل شــده و ب
حــاوي  ظــرف  پخــش شــد.  اولتراســونیک 
محلــول آبــي CuCl2.2H2O   بــا کمــک همــزن 
مغناطیســي تــا دمــاي80 درجــه ســانتیگراد در 
ــان  ــد و همزم ــرارت داده ش ــن ح ــام روغ حم
ــید  ــول L- اس ــره محل ــره قط ــزودن قط ــا اف ب
اســکوربیک، نانــوذرات مــس تهیــه گردیــد. 
ــانتیگراد  ــه س ــاي80 درج ــوط در دم ــن مخل ای
تــا زمــان بــه دســت آمــدن یــک محلــول تیــره، 
نگهــداري شــد. واکنــش پــس از 16 ســاعت 
بــه پایــان رســید و نانوذراتــي بــه انــدازه 2-6 
 .)Xiong et al., 2011(ــر ســاخته شــد نانومت

تیمارهاي آزمايشي
ابتــدا 135 قطعــه بچــه ماهــي قــزل آلاي رنگیــن 
ــا میانگیــن وزنــي 30 گــرم از یکــي از  کمــان ب
ــردآبي  ــان س ــرورش ماهی ــر و پ ــز تکثی مراک
ــرورش  ــر و پ ــالن تکثی ــه س ــه و ب ــتان تهی اس
آبزیــان دانشــگاه ارومیــه منتقــل شــد. پــس از 
گذرانــدن یــک هفتــه دوره قرنطینــه و ســازش 
ــول  ــا محل ــان ب ــه ماهی ــد، بچ ــرایط جدی ــا ش ب
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نمــک 3% ضــد عفونــي )ســتاري، 1391( و 
ــه  ــار داراي س ــر تیم ــار )ه ــه تیم ــب س در قال
ــا  ــلا ب ــه قب ــري )ک ــرار( در 9 مخــزن 90 لیت تک
ــت  ــر هیپوکلری ــده نظی ــي کنن ــد عفون ــواد ض م
ســدیم کامــلا ضدعفونــي شــده بودنــد( حــاوي 
45 لیتــر آب بــا تراکــم 15 قطعــه در هــر مخــزن 
ــر  ــت بررســي تاثی ــره ســازي شــدند. جه ذخی
غلظــت هــاي مختلــف نانــو ذره مــس بــر بافــت 
آبشــش، تحقیــق حاضــر در قالــب ســه تیمــار 
 Shaw., 2012( بــه شــرح زیــر طراحــي گردیــد
et al(؛ تیمــار 1- فاقــد نانــو ذره مــس )گــروه 

ــس و  ــوذره م ــار µg/l -2 25 نان ــاهد(، تیم ش
ــس. ــو ذره م ــار µg/l -3 50 نان تیم

تحقیــق حاضــر طــي 42 روز و در دو دوره 21 
ــض  ــي دوره اول تعوی ــت. ط ــام گرف روزه انج
صبــح  نوبــت  دو  در   %80 میــزان  بــه  آب 
و عصــر انجــام شــد. در ایــن مــدت تغذیــه 
ــدن  ــد وزن ب ــک درص ــورت ی ــه ص ــان ب ماهی
بعــد از تعویــض آب صــورت گرفــت. بعــد 
قطعــه   15 مجمــوع  از  دوره  ایــن  پایــان  از 
ــه  ــداد 6 قطع ــک تع ــر تان ــود در ه ــي موج ماه
در پایــان روز 21 نمونــه بــرداري صــورت 
گرفــت و مابقــي ماهیــان بــه مــدت 21 روز 
ــداري  ــس نگه ــو ذره م ــد نان ــر در آب فاق دیگ
شــدند و در پایــان دوره، نمونــه بــرداري از 
ــه اول صــورت  ــان مشــابه مرحل آبشــش ماهی
گرفــت. شــایان ذکــر اســت کــه ویژگــي هــاي 
فیزیکوشــیمیایي آب مــورد اســتفاده شــامل 
 ،)8/5 mg/l( ــول ــا )C˚ 17(، اکســیژن محل دم

پــي اچ )7/8( و ســختي )mg/l CaCO3 275( براي 
پــرورش ماهــي قــزل آلاي رنگیــن کمــان مناســب 

.)Roque d’orbcastel et al., بــود)2009 
بررسي هاي بافت شناسي

ــه منظــور مطالعــات بافــت شناســي 6 قطعــه  ب
از بچــه ماهیــان بــه صــورت تصادفــي انتخــاب 
و از بافــت آبشــش آن هــا نمونــه بــرداري 
صــورت گرفــت )Song et al., 2015(. نمونــه 
هــاي فــوق ابتــدا بــه مــدت 72-48 ســاعت در 
محلــول بوئــن تثبیــت و ســپس بــه الــکل اتانــول 
70% منتقــل و تــا زمــان انجــام مطالعــات 
ــداري  ــور نگه ــول مزب ــي در محل ــت شناس باف
ــت  ــازي باف ــاده س ــه آم ــپس ادام ــد. س گردیدن
ــت  ــورت گرف ــتي )1368( ص ــق روش پوس طب
و لام هــاي آمــاده شــده بعــد از رنــگ آمیــزي 
بــه روش هماتوکســیلن- ائوزیــن )H&E( تهیــه 
و آســیب هــاي احتمالــي بــا میکروســکوپ 
ــت )2016  ــرار گرف ــي ق ــورد بررس ــوري م ن

.)Rajkumar et al.,
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شــکل 1: نتایــج بافــت شناســي آبشــش مرحلــه اول مطالعــه: 1-1، 1-2، 1-3 تیمــار 1 )گــروه شــاهد(:  آبشــش 
طبیعــي، 2-1، 2-2، 2-3 تیمــار µg/l ( 2 25(: کاهــش طــول رشــته هــاي آبششــي، هایپرپــلازي، تجمــع 
خــون و تلانژکتــازي، 3-3،2-1، 3-3 تیمــار 50µg/l( 3(: تجمــع خــون، هایپــر پــلازي اپیتلیــال، افزایــش 
EH: )،تلانژکتــازي :T(Telangiectasias).فضــا بیــن لاملاهــا و کاهــش طــول رشــته هــاي آبششــي

Epitellial Hyperpellasia) هایپــر پــلازي اپــي تلیــال وBC: (Blood Congestion) تجمــع خــون.

شــکل 2: نتایــج بافــت شناســي آبشــش مرحلــه دوم مطالعــه: 1-1، 1-2، 1-3 تیمــار 2 )گــروه شــاهد(: آبشــش 
طبیعــي، 2-1، 2-2، 2-3 تیمــار 25µg/l( 2(: کاهــش طــول رشــته هــاي آبششــي همــراه بــا هایپرپــلازي 
اپــي تلیــوم و تجمــع خــون بــه صــورت خفیــف، 3-3،2-1، 3-3 تیمــار 50µg/l( 3(: هایپرپــلازي اپیتلیوم 

همــراه بــا تجمــع خــون و خــون ریــزي در رشــته هــاي آبششــي.
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بحث و نتیجه گیري
فلــزات، بــه خصــوص فلــزات ســنگین، از جملــه 
آلاینــده هــاي مهــم محیــط هــاي آبــي در 
ــزات  ــد. فل مقیــاس جهانــي بــه شــمار مــي رون
مــي تواننــد در موجــودات آبــزي )بــراي مثــال 
ــوبات  ــان(، آب و رس ــاي ماهی ــه ه ــواع گون ان
تجمــع یافتــه و ســرانجام ســبب ایجــاد آســیب 
ــر در  ــد، تغیی ــار، رش ــر رفت ــي، تغیی ــاي بافت ه
میــزان بیــان ژن هــا و فعالیــت آنزیــم هــا 
 .(Luoma and Rainbow, گردنــد(2008 
ــي  ــیله اپ ــه وس ــي ب ــدن ماه ــي ب ــط داخل محی
تلیــوم آبشــش از محیــط خارجــي آن جــدا مــي 
ــا  ــتقیم ب ــاس مس ــي در تم ــش ماه ــود. آبش ش
ــاخص  ــوان ش ــه عن ــا ب ــوده و عموم ــط ب محی
زیســتي مناســب جهــت مطالعــه کیفیــت آب 
مــد نظــر بــوده و الگویــي بــراي مطالعــه اثــرات 
ــود)2007  ــي ش ــوب م ــي محس ــت محیط زیس
ــد در  ,.Velmurugan et al). مــس مــي توان

ــش  ــي آبش ــم یون ــي و تنظی ــاي تنفس کارکرده
ــد. شــواهد حاکــي  ــان اختــلال ایجــاد نمای ماهی
از آنســت کــه رویارویــي ماهــي بــا نانــو ذرات 
منجــر بــه آســیب هــاي مختلــف بافتــي در 
 Griffitt et al., 2007;) آبشــش هــا مــي شــود
رویارویــي  در   .(Al-Bairuty et al., 2013

ــولفات  ــا س ــان ب ــن کم ــزل آلاي رنگی ــي ق ماه
ــا غلظــت 100 میکروگــرم در لیتــر  بــه  مــس ب
ــاي  ــلول ه ــکل س ــر ش ــه، تغیی ــک هفت ــدت ی م
کلرایــد، جداشــدن لایــه پایــه اپــي تلیــوم تیغــه 
ــت  ــده اس ــزارش ش ــي گ ــه آبشش ــاي ثانوی ه
مــس  همچنیــن   .)Arellano et al,.1999(

موجــب  روز   21 از  بعــد  آب،  در  موجــود 
اتســاع شــدید عــروق در محــور لاملاهــاي 
کمــان  رنگیــن  آلاي  قــزل  ماهــي  آبششــي 
ــمیت  ــر س ــت (Handy,2003). تأثی ــده اس ش
ــد بچــه  ــر آبشــش و کب حــاد ســولفات مــس ب
 )Acipenser persicus( تاســماهیان ایرانــي
نیــز مــورد مطالعــه قــرار گرفتــه اســت و 
ثانویــه،  هایپرپــلازي و چســبندگي لامــلاي 
پشــتیبان،  هــاي  غضــروف  شــدن  حجیــم 
ترشــحات موکوســي، هایپرتروفــي و پرخونــي 
لاملاها مشــاهده شــده اســت )مشــتاقي،1391(. 
 )2006( Handy و Shaw در مطالعــه اي دیگــر
ــر  ــس را ب ــولفات م ــس و س ــو ذره م ــر نان اث
ــي  ــل بررس ــاي نی ــي تیلاپی ــش ماه ــت آبش باف
کردنــد کــه در هــر دو گــروه هایپرپــلازي، 
انوریســم و نکــروز در تیغــه هــاي ثانویــه قابــل 
ــکاران  ــي و هم ــرزاده لاکان ــود. باق ــاهده ب مش
)1393( نیــز در پژوهشــي آســیب شناســي 
نانــو ذره مــس بــر بافــت آبشــش بچــه ماهیــان 
ــه مــدت 10 روز  ــان را ب ــن کم ــزل آلاي رنگی ق
بررســي نمودنــد و هایپرپــلازي، کوتــاه شــدن 
رشــته اولیــه و خونریــزي نکــروز، دژنرســانس 
آبکــي و بــه هــم چســبیدن رشــته هــاي ثانویــه، 
تــورم اپــي تلیــوم لایــه پایــه رشــته هــاي 
ــاه شــدن رشــته ثانویــه  ثانویــه آبششــي، کوت
و از بیــن رفتــن رشــته ثانویــه را گــزارش 
کردنــد. نتایــج تحقیــق حاضــر نیــز نشــان 
ــود  ــو ذره ب ــد نان ــه فاق ــار شــاهد ک داد در تیم
ــد و  ــي مي-باش ــاختار طبیع ــش داراي س آبش
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بــا افزایــش غلظــت نانــو ذره مــس آســیب هــاي 
ــر آن افزایــش یافــت. در تیمــار  بافتــي وارده ب
25 میکــرو گــرم در لیتــر کاهــش طــول رشــته 
ــازي و  ــلازي، تلانژکت ــر پ هــاي آبششــي، هایپ
در تیمــار50 میکــرو گــرم در لیتــر هایپرپــلازي 
اپــي تلیــال همــراه بــا کاهــش طــول رشــته هاي 
آبششــي و خونریــزي شــدید، افزایــش فضــاي 
در رشــته  اپیتلیــال  تخریــب  بیــن لاملاهــا، 
ــج  ــد. نتای ــاهده ش ــه مش ــي ثانوی ــاي آبشش ه
پژوهــش حاضــر در مقایســه بــا مطالعاتــي کــه 
در بــالا بــه آنهــا اشــاره شــد داراي تفــاوت هــا 
و شــباهت هایــي مــي باشــد کــه ممکــن اســت 
ــو  ــت نان ــاوت در غلظ ــل تف ــه دلی ــا ب ــاوت ه تف
ذره، مــدت زمــان در معــرض قــرار گیــري، 
گونــه و یــا ســن ماهــي مــورد آزمایــش باشــد. 
در اکثــر مطالعــات از جملــه در مطالعــه حاضر، 
ــي و  ــزي عروق ــاع و خونری ــلازي، اتس هایپرپ
کاهــش طــول رشــته هــاي آبششــي بــه عنــوان 
مهمتریــن آســیب هــاي بافتــي در آبشــش 
هایپرپــلازي رشــته  اســت.  گــزارش شــده 
هــاي آبششــي بیشــتر یــک پاســخ بلنــد مــدت 
در ســلول هــاي آبششــي اســت کــه اغلــب در 
ــزات  ــده هــا همچــون فل غلظــت هــاي کــم آلاین
ــي  ــر م ــه نظ ــود. ب ــي ش ــاهده م ــنگین مش س
ــي  ــدم توانای ــي از ع ــوع ناش ــن موض ــد ای رس
ســلول هــا در پوســته پوســته و تفکیــک شــدن 
ــا  ــلولي ی ــیم س ــش تقس ــه افزای ــه ب ــد ک -باش
 Schreck and,1990)میتــوزي مــي انجامــد
ــروق  ــي ع ــاع و پرخون ــد اتس Moyle). فرآین

ــه  در آبشــش، پاســخ حــاد و ســریع نســبت ب

حضــور آلاینــده هــا در محیــط آبــي تلقــي 
مــي شــود کــه در نتیجــه تخریــب ســلول هــاي 
پیــلار آبشــش پدیــد مــي آیــد. تخریــب ســلول 
هــاي پیــلار ناشــي از جریــان شــدید خــون بــه 
درون تیغــه هــاي آبششــي و یــا در اثــر تمــاس 
ــي  ــا م ــن ســلول ه ــا ای ــا ب ــده ه مســتقیم آلاین

.(Roberts, 2001) باشــد 
یکــي دیگــر از اهــداف تحقیــق حاضــر بررســي 
امــکان ترمیــم آســیب هــا پــس از حــذف نانــو 
ــن منظــور آســیب  ــود. بدی ــط آب ب ذره از محی
هــاي بافتــي در آبشــش بچــه ماهیــان، بعــد از 
ــرار  ــي ق ــورد بررس ــودي م 21 روز دوره بهب
گرفــت. در ایــن مرحلــه آســیب هــاي مشــاهده 
ــه قبــل بــه صــورت خفیــف مشــاهده  در مرحل
شــد، بــا ایــن وجــود اثــرات مواجهــه بــا نانــو 
ذره هنــوز بــه طــور کامــل از بیــن نرفــت. 
بهبــودي را  اثــر دوره  مطالعــات محــدودي 
ــد. Arellano و  ــرار داده ان ــي ق ــورد بررس م
ســنگالي  کفشــک  ماهــي   (1999) همــکاران 
)Solea senegalensis( را بــه مــدت 7 روز در 
معــرض مــس بــا دوز 100 میکروگــرم در لیتــر 
قــرار داده و تغییــرات بافتي آبشــش را بعد از 4 
روز دوره بهبــودي مــورد مطالعــه قــرار دادنــد. 
ــش  ــت آبش ــاي باف ــیب ه ــن 4 روز آس ــي ای ط
بــا تغییراتــي همــراه بــود، بــه ایــن ترتیــب کــه 
ــاي  ــه ه ــه تیغ ــد پای ــاي کلرای ــلول ه ــداد س تع
ثانویــه آبشــش از گــروه شــاهد و گــروه هــاي 
آلــوده بیشــتر بــود و طــي ایــن مــدت همچنیــن 
از میــزان تجمــع مــس در آبشــش هــا بــه مقدار 
ــز  جزئــي کاســته شــد. در بررســي حاضــر نی
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پــس از دوره بهبــودي شــدت آســیب هــاي 
ــوع آســیب  بافــت آبشــش کاهــش یافــت امــا ن
هــا مشــترک بــود. بــا توجــه بــه نتایــج حاصــل 
ــو  ــت نان ــه دو غلظ ــود ک ــان نم ــوان بی ــي ت م
ذره مــورد اســتفاده در مرحلــه اول مطالعــه 
داشــته  آبشــش  بافــت  در  مخربــي  اثــرات 
ــم  ــه علیرغ ــه دوم مطالع ــا در مرحل ــت، ام اس
ــو  ــرب نان ــرات مخ ــي اث ــرایط محیط ــود ش بهب
ــر  ــه نظ ــود. ب ــاهده ب ــل مش ــان قاب ذره همچن
ــر آبشــش  ــو ذره مــس ب مــي رســد اثــرات نان
ــل  ــان حداق ــن کم ــزل آلاي رنگی ــي ق ــاي ماه ه
در غلظــت هــاي مــورد مطالعــه و شــرایط بــه 
کار رفتــه در ایــن بررســي، بــه ســادگي توســط 
ــود شــرایط محیطــي  ــس از بهب ــي پ ــي حت ماه
ــي  ــج م ــن نتای ــت. ای ــم نیس ــل ترمی ــي قاب ماه
توانــد نشــان دهنــده لــزوم توجــه بــه کاربــرد 
نانــوذرات و مدیریــت اســتفاده از آن هــا جهــت 
حفــظ بــوم ســازگان هــاي آبــي و ذخایــر 
ــه هــاي در معــرض خطــر  ــان بویــژه گون آبزی
باشــد. نتایــج مطالعــه حاضــر و مطالعــات 
ــي  ــت شناس ــه باف ــد ک ــي ده ــان م ــین نش پیش
ابــزار موفقــي بــراي آشــکار نمــودن صدمــات 
حاصــل از فلــزات ســنگین در محیــط زیســت و 
موجــودات زنــده آبــزي اســت. مطالعات آســیب 
شناســي بافــت آبشــش مــي توانــد بــه عنــوان 
ابــزار ســاده و مناســبي جهــت ارزیابــي تأثیــر 
ســموم در ماهیــان بــه کار رود. بــه هــر حــال 
پیشــنهاد مــي شــود تحقیقــات جامــع در مــورد 
ــر انســان و  ــوذرات ب ــدت نان ــي م ــر طولان تاثی
ــا بســتر  ــرد ت ــرار گی ــط زیســت مدنظــر ق محی

مناســبي بــراي کاربــرد عاقلانــه فنــاوري نانــو 
پدیــد آیــد. پژوهشــگران حــوزه نانوفنــاوري و 
زیســتي جهــت کاربردهــاي پزشــکي و دارویي، 
ــط  ــران تجــاري، متخصصــان محی ــم گی تصمی
زیســت و قانــون گــذاران بایســتي بــا تشــکیل 
گــروه هــاي پژوهشــي میــان رشــته اي در 
صــدد پیــش بینــي اثــرات نانــوذرات و مدیریــت 
ــوذرات  ــش ورود نان ــي افزای ــاي جهان ــه ه جنب

ــد. بــه محیــط زیســت بــر آین
سپاسگزاري

ــت پژوهشــي دانشــگاه  ــن وســیله از معاون بدی
ــرح  ــن ط ــي ای ــت مال ــل حمای ــه دلی ــه ب ارومی

ــد. ــي آی ــل م ــه عم ــی ب ــکر و قدردان تش
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