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 چکیده  
زمینه مطالعه: در سال های اخیر فن آوری نانو بویژه استفاده از این مواد در آبزی پروری گسترش یافته که دارای تأثیرات مثبت و منفی بر 
روی آبزیان است. هدف: هدف از انجام پژوهش حاضر کاربرد و اثرات استفاده مستقیم )تجویز خوراکی( نانو ذرات نقره در جیره غذایی ماهی زبرا 
)Danio rerio( می باشد. روش کار: برای سنجش استاندارد بودن نانو ذرات نقره مورد استفاده توسط روش های TEM، SEM، EDX و طیف 
سنجی UV-Vis، در شرایط آزمایشگاهی ویژگی های این کلوئید با موفقیت ارزیابی گردید. در مطالعه سمیت حاد )LC50 96 ساعته( تعداد 540 
ماهی زبرا ) میانگین وزن g 0/5± 2(، به 9تیمار در سه تکرار که در معرض غلظت های mg/kgfood 0، 10، 50، 100، 200، 400، 600، 800 و 
1000 قرار گرفتند، تقسیم گردیدند )OECD، 2000(. پس از تعیین غلظت کشنده به منظور بررسی ضایعات میکروسکوپی بافت های کبد، روده، 
آبشش و کلیه ماهی زبرا از غلظت های زیر کشنده )100mg/kgfood، 400، 600 و 800( استفاده گردید. ماده مورد استفاده بصورت همگن با 
خوراک ماهی زبرا مخلوط شده و به مدت 8 هفته ماهی ها با خوراک مخصوص هر تیمار تغذیه گردیدند. سپس به منظور سنجش نانو ذرات نقره در 
بافت های ماهی از روش هضم مرطوب، با کمک دستگاه کوره گرافیتی استفاده گردید. نتایج: بر اساس نتایج آزمون های سم شناسی حاد میزان 
LC50 96 ســاعته نانو ذرات نقره در 24، 48، 72 و 96 ســاعت به ترتیب mg/kgfood 804/601 ، 486/637، 323/696، 195/208 محاســبه 
گردید. مهمترین ضایعات میکروسکوپی و هیستوپاتولوژیک به ترتیب در بافت های کبد؛ )پرخونی عروق و سینوزوئیدها، دژنراسیون هپاتوسیت ها(، 
روده؛ )همجوشی قسمت هایی از لایه های مخاطی روده، تنگ شدن مجرای روده( آبشش و در کلیه نیز مشاهده گردید. بیشترین تجمع زیستی 
نقره به ترتیب در بافت های کبد، آبشش و ماهیچه اتفاق افتاد )p>0/05(. نتیجه گیری نهایی: با توجه به آسیب های مشاهده شده، استفاده از این 
نانو ذرات در آبزی پروری و تغذیه ماهیان با این نانو ذرات به عنوان یک ماده ضد میکروبی و نیز رهایش آن ها به محیط زیست توصیه نمی شود. 

واژه های کلیدی: نانو ذرات نقره، آسیب شناسی بافتی، LC50، ماهی زبرا، تجمع زیستی

مقدمه
نانو سم شناسی علم نسبتاً جدیدی می باشد و در حال گسترش در عرصه های 

علمی اســت. با توسعه روزافزون بکارگیری نانوتکنولوژی در علوم مختلف 

)5(، نگرانی های زیادی در رابطه با پتانسیل خطرات نانو ذرات برای سلامتی 

انســان و محیط زیست وجود دارد و اخیراً توجه زیادی به مباحث ایمنی در 

پروســه تولید، مصرف و رهایش نانو ذرات به اکوسیستم های آبی معطوف 

گشــته است )32(. تا به حال گزارشات معدودی از مطالعه سمیت نانو ذرات 

نقره در صنعت آبزی پروری وجود دارد )10(.

نانو ذرات نقره بدلیل خواص ضد میکروبی خود محبوبیت زیادی بدست 

آورند )45(. خاصیت ضد میکروبی آنها به میزان یون نقره رها شــده از آن 

بســتگی دارد )30،31(. برنامه هــای کاربردی تجاری نانــو ذرات، با فقدان 

قوانین و مقررات ایمنی و اطلاعات ســم شناسی در مورد نانو ذرات همراه 

هستند )2(؛ همچنین محققان بر اساس مطالعات دریافتند که ذرات بسیار 

ریز می تواند باعث آسیب بیشتری نسبت به ذرات بزرگتر در همان غلظت 

شوند )2(.

بنابراین نتایج این پژوهش می تواند شروعی جدید برای استفاده مستقیم 

از نانــو ذرات نقره در جیره غذایی ماهیان در مراکز تکثیر و پرورش آبزیان 

باشــد؛ و از طرفی نتایج دیگر این پژوهش به عنوان مقدمه ای بر استاندارد 

ســازی و تعیین حد مجاز حضور کلوئید نانو ذرات نقره در بوم ســازگان آب 

شیرین دارای اهمیت است. متأسفانه در معدود مطالعاتی که تا به امروز در 

مورد امکان بکارگیری نانو ذرات نقره در سیستم های تکثیر و پرورش آبزیان 

انجام شده، بحث سمیت و آثار سوء احتمالی این ماده بر روی آبزی پرورشی 

و انسان )مصرف کننده( کمتر مورد توجه قرار گرفته است )39(.

بســیاری از مطالعات نانو سم شناسی در مدل های In vitro متمرکز 

شده اند؛ فقط تعداد کمی از تحقیقات به مدل های In vivo )سیستم های 

داخل بدن( آبزیان پرداخته است )25(. مطالعات سم شناسی انجام شده در 

سیســتم های داخل بدن )In vivo( از لحاظ تنوع در فیزیولوژی و آناتومی 

موجود زنده، اهمیت بیشتری را دارا هستند. اخیراً گزارشات نشان دادند که 

نانو ذرات نقره کشــنده تر از نانو ذرات فلزات دیگر در سلول و سیستم های 

آزمایشــگاهی )In vitro( هســتند )4،36(. در مطالعه حاضــر، ماهی زبرا 
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)Zebrafish( به عنوان یک مدل برای تســت سم شناسی نانو ذرات نقره 

انتخاب شــد. استفاده از غلظت های مختلف کلوئید نانو ذرات نقره در جیره 

غذایی ماهی بصورت اســپری به منظور نظارت و بررســی ناهنجاری های 

ناشــی از نانو ذرات صورت پذیرفت. استفاده از حلال های آلی و سایر مواد 

شــیمیایی سمی برای پایدار کردن و به صورت محلول در آوردن نانو ذرات 

ممکن است سبب تولید محصولات بسیار سمیتر گردد که مانع از عملکرد 

زیســتی برنامه های کاربردی باشــد. نانو ذرات مورد استفاده در این مطالعه 

بســیار پایــدار و محلول در آب بودند. میزان ســمیت از نظــر مرگ و میر، 

آسیب های بافتی و تجمع زیستی اندازه گیری شد. با استفاده از میکروسکوپ 

الکترونی گذاره )TEM( غلظت قابل توجهی از نانو ذرات در داخل هســته 

سلول کبد نشــان داده شد. از آنجاییکه نقره می تواند در بافت های ماهیان 

جمع شود و باعث تغییرات و آسیب در بافت های مختلف ماهیان گردد لذا 

انگیزه اصلی این تحقیق در مورد تعیین LC50 نانو ذرات نقره، آسیب های 

ایجاد شده بر روی بعضی از اندام های ماهی زبرا و تجمع این فلزات درون 

بافت های ماهی زبرا می باشد.

مواد و روش کار
خواص و ویژگی های نانو ذرات نقره )آنالیز TEM نانو ذرات نقره(: به 

منظور تعیین شــکل هندسی و اندازه ذرات نقره موجود در کلوئید، از روش 

میکروسکوپ الکترونی گذاره استفاده گردید.

 تصاویر میکروســکوپ الکترونی، در دانشــکده مواد دانشگاه علوم و 

 kV با ولتاژ شتابدهنده الکترون TEM تحقیقات تهران و توسط دســتگاه

125 تهیه گردید.

طیف ســنجی نــوری در محــدوده طول مــوج مرئی و مــاوراء بنفش: 

طیــف جذبی کلوئید mg/l 400 نانو ذرات نقره )رقیق شــده با آب مقطر(، 

 384 Spectra-MAX-PLUS مدل UV-Vis با استفاده از طیف ســنج

)Molecular Devices(، موجود در آزمایشــگاه کاربردی طیف سنجی 

دانشگاه صنعتی شریف در محدوده nm 190 تا 1000 قرائت گردید. از این 

رو، حداکثر میزان جذب را می توان به عنوان ابزاری برای پیشــبینی اندازه 

ذرات و ثبات آنها مورد استفاده قرار داد. نانو ذرات کوچکتر می توانند حداکثر 

جذب حدود nm 400 داشــته باشند که با افزایش قطر ذرات توانایی جذب 

کم می شود. 

آمــاده کردن محلول نانو ذرات نقره با غلظت های مختلف: کلوئید نانو 

ذرات نقره، با غلظت mg/l 4000 از شرکت نانو نصب پارس )تهران-ایران( 

خریــداری گردید. برای تهیه غلظت های mg/l 100، 400، 600 و 800 به 

ترتیــب 25 ، 100، 150 و 200 سیســی از کلوئید نانو ذرات نقره را در یک 

لیتر آب دییونیزه ریخته و به غلظت های ذکر شده تبدیل گردید، کلوئید نانو 

 sonication ذرات نقره بعــد از رقیق نمودن، به مدت 30 دقیقه در حمام

قرار داده شد وبه حالت سوسپانسیون در آمد.

آماده کردن غذای پوشــش داده شــده با نانو ذرات نقره: در آزمایش 

حاضر، غذای مورد استفاده محصول شرکت انوشه آراب ایران، با نام تجاری 

بیومار با سایز 0/8  تهیه گردید. قبل از اضافه کردن نانو ذرات نقره، ابتدا غذا 

به 4 قسمت مساوی با وزن g 100 تقسیم گردیدند، سپس آنها بر روی یک 

 ،100 mg/l( سینی گسترانیده شده و میزان غلظت های کلوئید نانو ذره نقره

400، 600 و 800( بــه روی غذا اســپری گردید. این عمل بعد از بهم زدن 

خوراک چندین بار تکرار شــده و سپس بمدت 24 ساعت خوراک در هوای 

آزاد قرار داده شد، تا کاملًا خشک گردد. بعد از خشک شدن خوراک، اسپری 

ژلاتین برای حفظ ماده اضافه شــده در آب روی خوراک صورت گرفت )در 

همه گروه ها( سپس خوراک ها بر چسب گذاری و تا زمان استفاده در یخچال

C ° 4 نگهداری گردید. جهت بررســی نحوه پوشش دهی و تعیین درصد و 

ویژگی های نانو ذرات در معرض قرار گرفته با غذای ماهی، خصوصیات غذا 

توسط میکروســکوپ الکترونی نگاره )SEM( مجهز به آنالیز اشعه ایکس 

منتشر کننده انرژی )EDX( مورد بررسی قرار گرفت.

آمــاده ســازی مکان انجام آزمایش و بررســی ســمیت حــاد و مزمن 

کلوئیــد نانــو ذرات نقره در ماهیان زبرا: تعــداد 540 قطعه ماهی زبرا )وزن 

متوســطg 0/5±2( از کارگاه پــرورش ماهیان زینتی انوشــه آراب مجتمع 

پرورش ماهی زینتی ورامین تهیه و به مدت یک هفته سازش دهی ماهی 

با شرایط آکواریوم و غذای دستی انجام شد. تعداد 27 آکواریوم 20 لیتری در 

آزمایشگاه شیلات دانشگاه علوم و تحقیقات تهران برای انجام طرح در نظر 

گرفته شــد )تعیین LC50 96 ساعته(. آکواریوم شماره یک به عنوان شاهد 

در نظر گرفته شــد )غلظت نانو ذرات نقره برابر صفر( و بقیه آکواریوم ها در 

 ،50 ،10 mg/l معــرض دوزهای مختلف نانو ذرات نقــره در غذا به ترتیب

nano( 1000 ،800 ،600 ،400 ،200 ،100( قــرار گرفتند. مقدار غلظتی 

که ماهیان در تماس با غذای حاوی نانو ذرات قرار گرفته بودند پس از چند 

سری آزمایش به دست آمد. قبل از راه اندازی، آکواریوم ها بوسیله پرمنگنات 

پتاســیم و آب نمک غلیظ 70% کاملًا شسته شــدند تا محیط عاری از هر 

گونه آلودگی و بیماری برای ماهیان باشد شرایط فیزیکو شیمیایی آب مورد 

استفاده در تحقیق به قرار زیر بود. دما: C °  28؛ pH :ppm 7-6/8 ، سختی 

آب: 120mg/l ،اکســیژن محلول:NO2 0<0/01 ،8-10 ppm  و میزان 

تعویض روزانه آب 50% حجم آب بود.

ابتدا ماهیان تحت تأثیر غلظت کم نانو ذرات نقره )10( تا زیاد )1000( 

قرار گرفتند و ســپس با توجه به تلفات 100% ماهیان در mg/l 1000 نانو 

ذرات نقــره و بــا توجه بــه اینکه در غلظت mg/l 10 تــا 100 هیچ تلفاتی 

مشــاهده نشد، غلظت های مورد استفاده انتخاب گردید. در هر 24 ساعت، 

آکواریوم ها مورد بررسی قرار گرفته و میزان مرگ و میر ثبت می گردید. این 

کار به مدت 96 ساعت )4 روز( و هر روز راس ساعت 10 صبح انجام گرفت.

 همچنین جهت بررســی اثرات هیســتوپاتولوژی نانو ذرات نقره، 15 

آکواریوم تهیه و ماهیان را به گروه های 20 تایی در هر کدام از آکواریوم ها 
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با غلظت های زیر کشنده )mg/l 100، 400، 600 و 800( در سه تکرار قرار 

داده، شرایط فیزیکی و شیمیایی ایجاد شده برای تمامی آکواریوم ها یکسان 

بــود. کلیه تیمار هــا با خوراک های مخصوص هر گــروه به مدت 8 هفته و 

با توجه به اشــتهای ماهی های هر تیمار)حداکثر تــا میزان روزانه 4% وزن 

ماهی ها( تغذیه گردیدند. از تمامی ماهیان )72 و 96 ساعت در سمیت حاد( 

و ماهیانی که مدت زمان بیشــتری در معرض تغذیه با نانو ذرات نقره قرار 

گرفته بودند )روز 30 و 56 در سمیت مزمن( و ماهی های شاهد جهت انجام 

آزمایش های آسیب شناسی نمونه گیری بعمل آمد به نحوی که نمونه های 

بافتی پس از برداشــت از بدن ماهیان در داخل فرمالین بافر 10% قرار داده 

شــد. ســپس مقاطع بافتی با ضخامت 5 میکرون بریده و به روش معمولی 

هماتوکسیلین و ائوزین رنگ آمیزی انجام گردید )20(. 

برای مکان یابی نانو ذرات در کبد از روش آنالیز TEM استفاده گردید. 

بافت کبد به مقاطع mm 0/5 تهیه شد و سپس در فیکساتیو گلوتارآلدئید 

بمدت 30 دقیقه فیکس گردید. ســپس بافتی که آب از دســت داده بود در 

رزین خالص قرار داده شــد و برش با اســتفاده از ابــزار اولترا میکروتوم به 

ضخامت حدود nm 60-30 ایجاد شد. سپس برش های مد نظر با استفاده 

از میکروسکوپ انتخاب شدند و با استفاده از آنالیز TEM حضور نانو ذرات 

در بافت کبد تأیید شد.

 در نهایت برای بررسی میزان تجمع زیستی نانو ذرات نقره از 4 غلظت 

زیر کشــنده 100، 400، 600 و 800، از نمونه هــای روز 30 و 56، 45 عدد 

ماهی )از هر تیمار 3 نمونه( در 3 تکرار بطور تصادفی انتخاب شدند سپس 

بافت های کبد، عضله و آبشش جداسازی شده به وسیله اسید نیتریک و آب 

اکسیژنه عمل هضم آنها در دستگاه تمام خودکار هضم با سیستم مایکروویو 

صورت گرفته و برای تعیین میزان فلز نقره از دســتگاه طیف سنجی جذب 

 ،Perkin، GFAAS AA800( اتمی مجهز به کوره گرافیتی با مشــخصه

Elmer Aanalyst( استفاده شد.

نتایج
بر اساس نتایج حاصل مقادیر mg 804/601، 486/637، 323/696 و 

195/208 کلوئید نانو ذرات نقره به ازای هر کیلوگرم غذای حاوی نانو ذرات 

نقره به ترتیب برای 24، 48، 72 و 96 ســاعت، 50 % ماهیان را نســبت به 

گروه شاهد از بین برد )جدول 1(. در بررسی مقاطع بافتی تهیه شده از کبد، 

روده، آبشش و کلیه که در معرض تغذیه با غذای حاوی نانو ذرات قرار گرفته 

بودند، نتایج بررسی میکروسکوپی به شرح زیر می باشند: 

در مجموع نتایج مطالعات بافت شناسی نشان داد که بیشترین تأثیرات 

کلوئید نانو ذرات نقره به ترتیب در بافت های کبد و روده قابل مشاهده است. 

جدول 1. مقادیر غلظت های کشنده )به همراه حدود بالا و پایین اطمینان 9۵%( طی 96 ساعت رویارویی مستقیم ماهی بالغ زبرا با کلوئید نانو ذرات نقره.

96 ساعته 72 ساعته 48 ساعته 24 ساعته دوز کشنده گونه ماهی

106/772 174/554 4  31/619 596/417 LC10

)80/545-128/601( )128/929-212/484( )237/932-367/495(

195/208 323/696 486/637 804/601 LC50 ماهی زبرا

)167/259-228/387( )277/284-371/099( )431/373-538/821(

356/893 600/269 752/708 1085/452 LC90

)295/044-477/474( )510/994-756/380( )62/993-931/928(

جدول 2. غلظت نقره اندازهگیری شده در بافت های کبد، آبشش و ماهیچه ماهیان زبرا، طی ۵6 روز غذادهی با غذای حاوی غلظت های مختلف کلوئید نانو ذرات نقره.

غلظت نقره در بافت مورد بررسی )µg/g(غلظت نقره در غذا)mg/kgfood(زمان

ماهیچهآبششکبد)روز(

3002±1/173/36±2/273/9±0/45

1006/93±5/014/02±1/212/59±1/4

4000/56±0/403/78±2/24522±1/1

60018/44±11/526/46±3/72/93±0/89

80021/87±10/097/63±3/92/74±0/5

p-value0/020/390/399

5603/37±0/720/66±4/565/18±1/18

10018/18±7/188/76±4/817/28±2/05

4003±1/96/12±2/477/55±1/72

60038/8±17/316/03±2/68/1±1/47

80023/02±10/538/9±3/58/17±2/53

p-value0/0250/0270/343

اثرات تجویز خوراکی نانوذره نقره بر بافت های حیاتی ماهی زبرا
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تأثیرات بافتی ناشــی از نانو ذرات نقره بر بافت آبشش نشان داد که نکروز 

در هیچ یک از تیمارهای شــاهد مشاهده نگردید و در تیمارهای نانو ذرات 

نقره تأثیرات ناشــی از نانو ذرات نقره بر بافت آبشش شامل؛ چماقی شدن 

رشته ثانویه آبششی و هایپرپلازی در اطراف رشته اولیه آبششی، پرخونی 

رشــته های اولیه و ثانویه آبششی و همچنین کوتاه شدن رشته های ثانویه 

آبششی بود. سایر تغییرات بافت شناسی که در آبشش ماهیان در معرض نانو 

ذرات نقره مشاهده گردید عبارت بودند از: هیپرپلازی، خمیدگی لاملا های 

ثانویه، آنیوریسم، چماقی شکل شدن، همجوشی انتهای لاملا )تصویر 1(.

در بررســی مقاطــع بافتــی در کبد پرخونــی عروق و ســینوزوئیدها و 

دژنراسیون هپاتوسیت ها و واکوئوله شدن بعضی هپاتوسیت ها به خصوص 

در نمونه هایی که در مجاورت غلظت های بالاتر قرار داشــتند، بارزتر بودند 

)تصویر 2(.

آســیب های بافــت روده در ماهیــان در معرض تغذیــه با غلظت های 

مختلف نانو ذرات نقره، نشان داده شد که بیشترین آسیب های بافتی وارده 

شــامل همجوشی شدید قسمت هایی از لایه های مخاطی و مجرای روده، 

افزایش شدید لایه های زیر مخاط و تنگ شدن مجرای روده و واکوئله شدن 

است )تصویر 3(.

در بافت کلیه، دژنراســیون و نکروز شــدید لوله های ادراری و افزایش 

شدید سلول های بینابینی و اتساع فضای بومن گلومرول در غلظت های بالا 

دیده شد )تصویر 4(.

نتایج حاصل از مکان یابی نانو ذرات نقره با آنالیز TEM در بافت کبد 

نشان داد که، نانو ذرات نقره بیشتر در هسته سلول کبد نسبت به سیتوپلاسم 

تمرکــز یافته اند، در حالی که در سیتوپلاســم مقدار کمــی نانو ذرات دیده 

میشــود. همچنین تجمــع نانو ذرات با آنالیــز TEM در درون بافت کبد به 

وضوح دیده می شود )تصویر 5(.

نتایج ســنجش تجمع زیســتی نقره در بافت های مختلف ماهیان، در 

آزمایشــات سمیت مزمن نشان داد که بیشــترین تجمع نقره به ترتیب در 

بافت های کبد، آبشــش و ماهیچه ماهیان در معرض تغذیه با غذای حاوی 

  .)Ob:10( دیده می شود )H(هایپرپلازی در اطراف رشته اولیه آبششی ،)( چماقی شدن رشته ثانویه آبششی )پیکانA( :تصویر1. تغییرات بافتی در آبشش ماهی زبرای مورد آزمایش
.)Ob:40( قابل رویت است  )S(و همچنین کوتاه شدن رشته های اولیه آبششی )( و رشته اولیه آبششی )ستارهC( همچنین پرخونی رشته های ثانویه )B( شکل

نمودار 1. مقایسه تجمع نانو ذرات نقره در بافت های کبد، آبشش و ماهیچه در روز 
.)p>0/0۵( 30

نمودار2. مقایسه تجمع نانو ذرات نقره در بافت های کبد، آبشش و ماهیچه در روز 
.)p>0/0۵( ۵6
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نانو ذرات نقره بوده است )جدول 2(. در پژوهش حاضر، حتی کمترین غلظت 

نانو ذرات نقره که ماهیان بوسیله آن تغذیه شده بودند )mg/l 100(، باعث 

تجمع نقره در بافت های کبد، آبشش و عضله شد. در تیمارهای در معرض 

نانو ذرات نقره، غلظت نقره در بافت کبد بسیار بالاتر از تیمارهای شاهد بود 

)تقریباً بین 2 تا 3 برابر( )نمودار1، نمودار2(. 

بحث
از نکات بســیار مهم دیگر که در تمــام مطالعات مرتبط با فناوری نانو 

می بایست مورد توجه محققین قرار گیرد، تعیین دقیق مشخصات نانو مواد 

مورد اســتفاده است. بخصوص در مواردی که نانو ماده مورد استفاده از نوع 

تجاری می باشد، اطلاعاتی که توسط شرکت های سازنده در اختیار محققین 

قرار می گیرد معمولًا ناقص و گاهی دور از واقعیت بوده و بنابراین سنجش 

مجدد خصوصیات آن توســط پژوهشگران بسیار ضروری می باشد. بعلاوه 

طول مدت نگهداری و شرایط محیطی محل نگهداری نانو مواد )مثل دما 

و نور( می تواند اثر قابل توجهی بر خصوصیات آنها داشته باشد )18،28(. در 

پژوهش حاضر نیز خصوصیات کلوئید نانو ذرات نقره اســتفاده شده شامل 

شــکل و قطر ذرات و طیف جذب مرئی و ماوراءبنفش مورد ســنجش قرار 

گرفت. خلوص کلوئید نانو ذرات نقره، نیز با روش آنالیز اشعه ایکس منتشر 

کننده انرژی مورد تأیید قرار گرفت. همچنین طیف جذب کلوئید نانو ذرات 

نقره در محدوده nm 410 اندازه گیری گردید که مشابه نتایج سایر مطالعات 

روی نانو ذرات نقره است )3،19،27،34(.

در مورد غذای پوشــش یافته با نانو ذرات نقره، تصاویر میکروسکوپ 

الکترونی نگاره موید حضور نانو ذرات نقره کروی شــکل، بر روی ســطوح 

غذا بود. این در حالی است که در تصاویر مربوط به نمونه های غذای حاوی 

غلظت هــای پایین تر از mg/l 600 نانو ذرات نقره از ســایر ناهمواری ها به 

ســختی قابل تشــخیص بودند. در این رابطه به نظر می رسد که تشخیص 

دقیق نانو ذرات با اســتفاده از میکروســکوپ الکترونی همیشه امکان پذیر 

نمی باشــد و بنابراین اســتفاده از چنــد روش تکمیلی، در کنــار هم، برای 

تصویر2. تغییرات بافتی در کبد ماهی زبرای مورد آزمایش )Ob:40(:ا)A( دژنراسیون هپاتوسیتها )D( و واکوئله شدن برخی از هپاتوسیتها )V( دیده می شود، و در شکل )B( پرخونی 
.)Ob:40( دیده می شود ،)عروق و سینوزوئیدها )پیکان ها

تصویر3. تغییرات بافتی در روده ماهی زبرای مورد آزمایش )Ob:10(:ا)A(: افزایش لایه های زیر مخاط )I(، تنگ شــدن مجرای روده )L(، و در شــکل )B(: همجوشــی قســمت هایی 
.)Ob:10( و کاهش سطح جذب روده دیده می شود )F( از لایه های مخاطی
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تشخیص ماهیت نانو مواد می تواند مؤثر تر باشد. در الگوی حاصل از طیف 

ســنجی پراش اشــعه ایکس، وجود تفاوت مشخص بین نمونه های غذای 

معمولی و پوشش یافته با نانو ذرات نقره، در واقع می تواند موید وجود ساختار 

کریستالی نقره در این نمونه ها و به عبارتی بلورین بودن نقره پوشش یافته 

بر سطح نمونه های غذا باشد )22(.

با وجود اینکه قابلیت ضد میکروبی بودن کلوئید نانو ذرات نقره و استفاده 

از آن بر روی ادوات آبزی پروری و دیگر آبزیان، قبلا نیز به اثبات رســیده 

بود )1،7،29،43،46(، پژوهش حاضر اولین مورد اســتفاده از این ماده آنتی 

باکتریال کلوئید نانــو ذرات نقره در غذای ماهی در کارگاه تکثیر و پرورش 

جهت ضدعفونی غذا می باشــد. مطالعات Prochorov در ســال2002  و 

Fu-ping در ســال 2009 نیز قابلیت اســتفاده از غــذای حاوی نانو ذرات 

را برای افزایش رشــد و کاهش مرگ و میر و مقابله با میکروارگانیســم ها 

و کنترل آنها در کارگاه های تکثیر و پرورش ماهیان تأیید کردند )29، 7(.

بر اساس نتایج مقالات منتشر شده، در مورد اثرات منفی نانو ذرات نقره 

بر محیط زیست نظرات متفاوتی موجود است، برخی محققین به علت نیمه 

عمر کم این مواد، آن را دوســتدار طبیعت شــناخته اند )30(، ولی Kim و 

همــکاران در ســال 2005  اثر منفی نانو ذرات نقره بــا غلظت mg/l 2 در 

رشــد ریشــه برخی گیاهان را گزارش نمودند )Gajjar .)17 و همکاران در 

ســال 2009، نیــز اثرات ضد باکتریایی نانو ذرات نقــره را بر نوعی باکتری 

موجــود در خــاک )Pseudomonas putida( گزارش نمودند )8(. نتایج 

بررسی ســمیت نانو ذرات نقره در جیره غذایی ماهی زبرا مشخص ساخت 

که حساسیت این ماهی نسبت به غذای حاوی نانو ذرات زیاد است بطوری 

کــه میزان 96h-LC50 برابــر mg/l 195/208 بود. Soltani و همکاران 

در ســال 2009 ســمیت نانو ذرات نقره در ماهی قزل آلا را بررسی نموده و 

LC50 96 ســاعته این ماده در حــدود mg/l 5 گزارش گردید. در پژوهش 

حاضر، نتایج آزمون های تلفات حاد نشــان داد که حساســیت ماهیان زبرا 

در غلظت های بالاتر بسیار بیشتر از غلظت های پایین است. در جمع بندی 

مقاله مروری Grosell و همکاران در ســال 2002، به این نتیجه رسیدند 

که حساسیت به نقره در زیستمندان آبزی کوچکتر بالاتر است، و دلیل آن 

بیشتر بودن نسبت سطح به جرم بدن و بزرگتر بودن مساحت ویژه آبشش 

می باشد، که هر دوی اینها بر فرایند تبادلات یونی، تنظیم اسمزی و جذب 

مواد شیمیایی از محیط پیرامون تأثیر گذارند)12(.

مطالعات بافت شناســی می تواند به عنــوان ابزار مفیدی برای ارزیابی 

آســیب های ناشی از نانو مواد بکار رود. در پژوهش حاضر بیشترین تأثیرات 

کلوئید نانو ذرات نقره به ترتیب در بافت های کبد و آبشش قابل مشاهده بود. 

به طور کلی، یکی از اثرات مضر مواد شیمیایی بر آبشش ماهیان، اختلال 

در انتشار گازها و تبادل یون ها می باشد. نانو موادی که باعث عوارض بافت 

شناســی در آبشــش ماهیان گردند به نوعی جزو ســموم تنفسی محسوب 

 1 mg/l می شــوند )13(. در معرض قرار گیری قــزل آلای رنگین کمان با

نانو ذرات دی اکســید تیتانیوم باعث ایجاد ادم در بافت آبشــش گردید )6(. 

همچنین Griffitt و همکاران در سال 2007  دریافتند که نانو ذرات مس 

باعث ازدیاد ســلول های پوششی و ادم رشته های اولیه و ثانویه آبششی در 

 )B( در شــکل .)40:Ob( قابل رویت اســت )I( و افزایش ســلول های بینابینی )D(  دژنراســیون لوله های ادراری )A( :تصویر 4. تغییرات بافتی در کلیه ماهی زبرای مورد آزمایش
.)10:Ob( نیز دیده می شود )E( و اتساع فضای بومن گلومرول )I( و افزایش سلول های بینابینی )D( دژنراسیون و نکروز بعضی لوله های ادراری

تصویر ۵. تصویر TEM از بافت کبد: تجمع نانو ذرات نقره در هســته و سیتوپلاســم 
سلول.



29

ماهی گورخری می شــوند )9(. همچنین بر اثر 48 ســاعت در معرض قرار 

گیــری ماهیان گورخری بالــغ با نانو ذرات مس، افزایش قطر رشــته های 

آبششــی مشاهده شده، که این آســیب در مواجهه با نانو ذرات نقره و دی 

اکسید تیتانیوم مشاهده نگردید )11(. در مطالعه Smith و همکاران  در سال 

2007، در روده ماهیــان قــزل آلایی که با غلظت mg/l 0/1 نانو لوله های 

کربنی تک دیواره مواجهه شــده بودند، بر اثر بلع این نانو مواد، نشانه های 

واضحــی از جوش خوردگی ریــز پرزها، تورم و ســاییدگی و تحلیل رفتن 

غشاء مخاطی مشــاهده گردید )37(. بلعیدن آب محتوی نانو ذرات، علاوه 

بر اثرات مستقیمی که بر ساختار بافت دستگاه گوارش می گذارد، از طریق 

آندوسیتوز می تواند به جذب و ورود این مواد به اندام های داخلی تر بدن منجر 

گــردد )14(. در پژوهش حاضر، بدلیل بلع مواد غذایی حاوی نانو ذرات نقره 

اثرات مستقیمی بر ساختار بافت دستگاه گوارش می گذارد. از آنجا که کبد 

محل تصفیه سموم وارد شــده به بدن است بنابراین تحت تأثیر آلاینده ها 

و مواد خارجی آســیب رســان قرار می گیرد )14(. لذا نقره موجود در کلوئید 

نانو ذرات نقره باعث اثرات تخریبی از جمله دژنراســیون و واکوئوله شــدن 

هپاتوسیت ها شده اســت. در مورد آسیب بافتی کلیه بر اثر تجویز خوراکی 

نانــو ذرات در غذای ماهی زبرا، مطالعات زیادی وجود ندارد. در این مطالعه 

لوله های ادراری بدلیل مواجهه با نانو ذرات نقره دچار دژنراســیون  و بعضاً 

نکروز شده اند که خود دلیلی بر آثار تخریبی نقره موجود بر کلیه می باشد.

نتایج حاصل از مکان یابی نانو ذرات نقره با اســتفاده از میکروسکوپ 

TEM در بافت کبد نشان داد که نانو ذرات بیشتر تمایل به تجمع در هسته 

ســلول را بصورت گرانولــه دارند و باعث تخریب آن می شــوند و به مقدار 

کمتری در سیتوپلاسم دیده می شوند. Snell و همکاران نیز در سال 2009، 

تحقیقاتی را بر روی مکان یابی نانو ذرات انجام دادند و ملاحظه کردند که 

ذراتی با متوسط قطرnm 83، در معده و روده ها تا زمان هضم باقی ماندند 

)38(. در مطالعــه Asharani و همــکاران در ســال 2008، نیز حضور نانو 

ذرات نقره در قلب، مغز، کیســه زرده و خون جنین ماهی زبرا را در هســته 

سلول با استفاده از آنالیز EDX و میکروسکوپ TEM تأیید کرد )2(.

نتایج حاصله از جدول و نمودار تجمع زیســتی نانو ذرات نقره، نشــان 

می دهد که مراحل انباشت زیستی باعث تجمع نقره در کبد، آبشش و عضله 

می شوند؛ همچنین بیشترین تجمع نقره به ترتیب در بافت های کبد، آبشش 

و ماهیچه ماهیان در معرض تغذیه با غذای حاوی نانو ذرات مشاهده گردید. 

در مطالعــه Web و Wood در ســال 1998 نیز پس از 21 روز در معرض 

قرار گیری ماهی قزل آلای رنگین کمان و 3 گونه ماهی اســتخوانی دیگر 

با µg 14/5 نقره یونی، بیشــترین تجمع نقره به ترتیب در بافت های کبد، 

آبشش، روده و ماهیچه سفید مشــاهده گردید )44(. بنابراین، این احتمال 

وجود دارد که مکانیســم جذب نانو ذرات نقره مشابه جذب نقره یونی باشد. 

افزایش تجمع نقره در بافت کبد موید جذب و انتقال ترکیبات نقره )نانو ذرات 

نقره و یا یون های رها شده از نانو ذرات( از طریق روده و یا از طریق جریان 

خون به این بافت است )33(. در رابطه با علت این موضوع، تجمع نقره به 

صورت گرانوله در این بافت است که در نتیجه آن سلول های کبدی حداقل 

تا مدتی از آسیب ناشی از نقره در امان می مانند؛ در همین رابطه مشخص 

شــده است که ماهی ها قادر به ذخیره فلزات به صورت رسوبات گرانوله در 

کبد می باشند )21(، ولی سرنوشت نهایی این گرانول ها هنوز کاملًا مشخص 

نمی باشد )13(. در مورد نمونه بافت آبشش، به این نکته باید توجه نمود که 

بخشــی از نقره سنجش شــده، ممکن است مربوط به نقره به دام افتاده در 

موکوس ترشح شده از آبشش باشد که در واقع به درون بافت آبشش جذب 

نگردیده، بلکه روی سطح آبشش تجمع یافته است. البته در این صورت نیز، 

به دام افتادن نانو ذرات نقره در موکوس سطحی آبشش، می تواند منجر به 

رهایش تدریجی ولی دائمــی یون های نقره از نانو ذرات و اثر آنها بر بافت 

آبشش و یا تجمع در بدن گردد )13(.

بــه دلیل مخاطرات فراوانی همچون تجمع زیســتی ترکیبات نقره در 

اندام های بدن ،آســیب های بافتی و رهایش آنها به محیط زیست، استفاده 

از کلوئیدهای نانو ذرات نقره در جیره غذایی ماهیان جهت درمان و خواص 

آنتی باکتریالی آن توصیه نمی گردد.

تشکر و قدردانی
بدین وسیله ازمسئولین محترم دانشــکده دامپزشکی دانشگاه تهران 

جهت فراهم نمودن امکانات لازم برای اجرای این پروژه و همچنین مرکز 

تحقیقات بیو شیمی و بیو فیزیک دانشگاه تهران و پرسنل محترم پژوهشگاه 

مــواد و انرژی بخاطر فراهم نمودن امکانات لازم بــرای اجرای این پروژه 

تشکر و قدردانی می شود.
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Abstract:
BACKGROUND: This study was initiated to improve our understanding  of the health 

and environmental impact of silver nanoparticles (Ag-np). OBJECTIVES: The purpose of 
the study is application and direct effects of silver nanoparticles on Zebra fish (Danio re-
rio). METHODS: After characterizing the AgNPs using TEM, EDX, UV-Vis Spectroscopy, 
XRF and SEM methods, their effects on some vital tissues have been tested successfully in 
vitro. In this study, 540 fish (2±0.05 g) were randomly divided into 9 groups in triplicate for 
acute tests (0,10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 and 1000 mg/kgfood). After short term (96h), 
chronic toxicity tests were evaluated using under lethal concentration (100, 400, 600 and 
800 mg/kgfood) fed with experimental diet for 8 weeks. Fish in groups 1 to 4 were fed by 
food supplemented with 100, 400, 600 and 800 mg/kg food, respectively. Group 5 was fed 
with basal food without supplementation. After histopathology, heavy metals were mea-
sured by spectrum photometry reveal. RESULTS: According to the results of acute tests, 
the 96h LC50 values in 24, 48, 72 and 96h were 804.601, 486.637, 323.696 and 195.208 
mg/kgfood AgNPs for the Zebra fishes respectively. According to the results of chronic 
toxicity tests, fed via oral administration of AgNPs produced significant histopathological 
effects. Also, the most important histopathological effects of AgNPs were observed in the 
liver (vasculature and exposure, degeneration of some hepatocytes), intestine (increase in 
the submucosa layer, narrowing of the intestinal lumen  and reduced intestinal absorption), 
gills (clubbing of gill secondary lamaleas, hyperplasia, hyperemia and shortening of the 
primary lamaleas gills) and kidney (degeneration, high increase in interstitial cells and 
dilatation of Bowman’s space of glomeruli), respectively. The greatest bioaccumulation of 
silver occurred in the liver, gills and muscle of fish respectively (p<0.05). CONCLUSIONS: 
The release of untreated nanoparticle waste to the environment should be restricted for the 
well-being of human and aquatic species. 
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Fatal dosage of Ag Nanoparticle in Zebra fish after 96 hours.
Table 2. Dosage of Ag Nanoparticle in different tissues of Zebra fish after 56 days.
Graph 1. Comparison of concentrations of silver in liver, gills and muscle of zebrafish after 30 days (p<0.05).
Graph 2. Comparison of concentrations of silver in liver, gills and muscle of zebrafish after 56 days (p<0.05).
Figure 1. Gill morphology as visualized by light microscopy. Congestion of secondary lamella, inflammation membrane of second-
ary lamellae, hyperplasia around filament.
Figure 2. Liver morphology as visualized by light microscopy. Congestion of blood vessels and sinusoids, vacuolation and degen-
eration of hepatocyte.
Figure 3. Intestine morphology as visualized by light microscopy. congestion of sub-mucosa layer, necrosis and detaching of the 
mucoid columnar and epithelium.
Figure 4. Kidney morphology as visualized by light microscopy. Degeneration of kidney cells and necrosis of hematopoietic tu-
bules, Increase in interstitial cells.
Figure 5. Transmission Electron Microscope (TEM) image from the Liver.


