
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان

 1400اییز پسال نهم، شماره سوم، 

 

  مقاله پژوهشی

های تیروئیدی، هورمون تحت کشنده نانوذرات نقره بر های مختلفغلظت اثر

های کبدی کپور معمولی های خونی  و آنزیمشاخصهورمون رشد، 

((Cyprinus carpio 
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 چکیده

نمایی زیستی فلزات سنگین، زنجیره غذایی آبی قرار گرفته است و توانایی بزرگ حبالاترین سطماهی در 

های خونی از شاخصهای بیوشیمیایی و سنجش روش. های پایین موجود در محیط را داردحتی در غلظت

های زیستی مهمی هستند که در ارزیابی وضعیت سلامت ماهیان به طور گسترده استفاده شاخصجمله 

های شاخصهای تیروئیدی، هورمون رشد، هورمون شوند. هدف از این مطالعه بررسی اثرات نانوذرات نقره برمی

         قطعه ماهی 150از  مطالعهدر این  .است( Cyprinus carpio) های کبدی کپور معمولیخونی و آنزیم

روز در معرض  7(، به طور تصادفی به مدت h96 50LC) پس به دست آوردن سمیت حاد گرمی 15-12

. تکرار قرارگرفتندسه  در لیتر از نانوذرات نقره با h96 50LCمیکروگرم  15و  10 ،5 )شاهد(، 0 هایغلظت

نشان داد که نانوذرات نقره  مطالعهها انجام شد. نتایج این گیری از ساقه دمی ماهیپس از اتمام دوره خون
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مقدمه

ماهیان کپور ماهی کپور معمولی از خانواده

(Cyprinidae )با نام علمی Cyprinus 

carpio  یکی ازماهیان پرورشی مهم اقتصادی

پرورش، در آب شیرین است که به دلیل سهولت 

شود و طور وسیعی در جهان پرورش داده میه ب

جزء سومین گونه معرفی شده به صنعت 

 ,Saikia and Dasپروری در دنیا است )آبزی

ماهی به عنوان یک موجود آبزی با  (.2009

های محیطی در اهمیت برای ارزیابی اثر آلاینده

. شودآبی در نظر گرفته می سازگان سامانهبوم

زنجیره غذایی آبی قرار گرفته  لایباماهی در 

نمایی زیستی فلزات و توانایی بزرگ است

های پایین موجود در سنگین، حتی در غلظت

 ,Bhagwant and Bhikagee) محیط را دارد

2000). 

در  تواندخونی میهای شاخص سنجش

ها، کمبودهای ها، مسمومیتخونیتشخیص کم

کاربردهای های عفونی مواد غذایی و بیماری

(. Wood et al., 2012) فراوانی داشته باشد

های شاخصهای بیوشیمیایی و سنجش روش

های زیستی مهمی خونی از جمله شاخص

هستند که در ارزیابی وضعیت سلامت ماهی به 

 Bhagwant) شوندطور گسترده استفاده می

and Bhikagee, 2000). 

های تیروئیدی در کنترل سوخت و ورمونه

های رشد، تنظیم اسمزی، تجمع رنگدانه ساز،

های فعالیت، پوست، تکامل و متامورفیسم

حرکتی، رشد اسکلتی و وظایف دستگاه عصبی 

 Abdollahpour et)مرکزی نیز نقش دارند 

2018al., 3 های تیروئیدی(. هورمونT 

ل محصو( تیروکسین) 4T ویدوتیرونین( )تری

هستند. نقش داران غده تیروئید در تمام مهره

ها در مراحل اولیه رشد پستانداران و آن

 Leatherland) دوزیستان شناخته شده است

1990et al., ). 3 های تیروئیدیهورمونT 4 وT 

شوند. حدود از اسید آمینه تیروزین مشتق می

 در غده تیروئیدشده از هورمون ترشح درصد  95

 با وجود ترشح 3Tهورمون است.  4Tبه صورت 

 درصد 80. به عهده داردنقش اصلی را اندک، 

3T  درصد آن در  20موجود در خون در کبد و

 ,.Kandel et al) شودتیروئید ساخته می

2012).  

 تیروئیدی، تنظیم هایبیوسنتز هورمون

 مسیرهای سوخت و تیروئید غده فعالیت مرکزی

 ماهیان، در تیروئیدی هایهورمون و سازی

 مشابه بسیار پستانداران خزندگان، پرندگان و

 ,Blanton and Specker) است یکدیگر

2007). 
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 یا ماهیان ر( دGH) رشد هورمون

 سوماتوتروپ هایسلول وسیلهه ب سوماتوتروپین

 وزنو  شودمی ساخته هیپوفیز قدامی بخش

 است کیلودالتون 23تا  21 آن مولکولی تقریبی

 هورمونکه یک  هورمون این. (1381)ستاری، 

تنظیم  دراست،  پپتیدیتک پلی پروتئینی

فیزیولوژیک، تسریع  پیچیده و متعدد فرآیندهای

انرژی،  بسیج گنادی، نمو و سوماتیکی، رشد رشد

 و هاپروتئین ها،چربی متابولیسم تنظیم

 اسمزی، کارکردهای ها، تنظیمکربوهیدرات

تکوین،  و ایمنی، تولیدمثل، دگردیسی سیستم

با  دارد. اجتماعی مشارکت رفتارهای و اشتها

 طول تمامی در ماهیان رشدتوجه به این که 

های برای فعالیت توانمی، کندمی دایپ ادامه عمر

GH از بسیاری که پیچیده و منظم شبکه یک 

 بر در را محیطی و اندوکرینی یهاشاخص

 (.Canosa et al., 2007) کرد تعریف، گیردیم

های از آزمایشبه دست آمده های داده

اکوتوکسیکولوژی به منظور ارزیابی مقادیر 

ها، سرنوشت آن در محیط زیست و هاآلاینده

ها های آنها و متابولیتارزیابی خطر آلوده کننده

هایی در مورد توصیه برای موجودات زنده، ارائه

مقادیر مجاز و استانداردهایی که باید رعایت 

 شوند و پیشگیری اثرات مواد در محیط زیست

(. 1382گیرند )شریعتی، مورد استفاده قرار می

هر چند ممکن است که این مواد شیمیایی اثرات 

زیانبخش شدیدتری بر موجودات زنده نداشته 

باشند ولی به طور غیرمستقیم تعادل اکولوژیکی 

موجود در اکوسیستم را بر هم زده، عمل 

 و  کنندمیخودتنظیمی محیط را مختل 

های آبی را اکوسیستمموجبات زوال زیستی 

(. استفاده از 1375سازد )زمینی، فراهم می

نقره در صنایع مختلف از جمله در  نانوذرات

زا توسعه ها و عوامل بیماریمبارزه با بیماری

ه اثرات با توجه ب یافته است. ایسابقهیب

زا، مبارزه با عوامل بیماری در ضدباکتریایی بالا

 ژه برخوردار استنانوذرات نقره از اهمیت وی

(Sondi and Salopek-Sondi, 2004 .)

 ،رایج ضدباکتریایی مواد از استفاده خطرات

 دارویی مقاومت انتقال محیطی،زیست مشکلات

 بالای هزینه و انسانی زایبیماری عوامل به

   بهژوهشگران پ بیشتر گرایش باعث مصرف،

     نقره نانوذراتهمچون مناسب  جایگزین مواد

    است شده رایج ضدمیکروبی مواد عنوان به

 ؛Chopra, 2007 ؛1396 همکاران، )بیتا و

Sondi and Salopek-Sondi, 2004.) 

 تمام نهایی مقصد آبی هایاکوسیستم

 زیست محیط وارد که است هاییآلاینده

 زیستمندان آبزی دلیل همین به شوند،می

 .بگیرندقرار  هاآلاینده انواعت تاثیر حت توانندمی
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 نسبت نقره نانوذرات استفاده بیشتر به توجه با

انسان،  مصرفی محصولات دردیگر  نانومواد به

 نیز زیست محیط به ماده این ورود احتمال

ورود  (.1393 حسینی، و جوهری) است بیشتر

های آلوده به نانوذرات نقره به محیط آبی فاضلاب

 دوش بوم آبزیانتواند باعث تغییراتی در زیستمی

که این تغییرات ممکن است بر موجودات زنده 

 .دگذاربآبزی اثر 

تعیین غلظت  یا حاد های سمیتآزمون

به عنوان یک شاخص ( 50LC) کشندهنیمه

گیری استعداد و به منظور اندازه مهم زیستی

ه جانوری به مواد پتانسیل مرگ و میر تود

درصد  50که باعث مرگ است شیمیایی خاص 

 Shah and) شودمطالعه میجمعیت مورد 

Altindag, 2005.) طریق از آبزیان کلی طوره ب 

 نانوذرات قرار معرض در است ممکن غذا و آب

 ماهی ویژهکه آبزیان و به  با توجه به اینگیرند. 

کپور معمولی از منابع غذایی مهم مورد استفاده 

بیشتر در مطالعات ، ضرورت انجام هستندبشر 

 در زیادی مطالعات شود.زمینه احساس می این

 روی بر مختلف نانومواد شناسیسم با رابطه

است  دهش منتشر ماهی مختلف هایگونه

(Johari et al., 2013).  انجام مطالعاتدر   

با ( 1389علیشاهی و مصباح ) توسط شده

 مقایسه سمیت نانوذرات نقره در ماهیان آمور

(Ctenopharyngodon idella،) شیربت 

(Barbus grypus،) ( اسکارAstronotus 

ocellatus) سوروم و (Cichlasoma 

severums) های که ماهی ه شدنشان داد

آکواریومی )اسکار و سوروم( در برابر نانوذرات 

نقره مقاومت بیشتری نسبت به ماهیان پرورشی 

)آمور( و ماهیان وحشی )شیربت( داشتند. 

همچنین ماهی شیربت که یک گونه وحشی 

به نانوذرات نقره  ی دیگرهابیشتر از ماهیاست 

آرا رزم. (1389 ،علیشاهی و مصباح) حساس بود

اثر نانوذرات نقره با بررسی ( 1393و همکاران )

ماهی گربه شناسیهای خونبر برخی شاخص

 (Pangasius hypophthalmusکمان )رنگین

 ،RBCدار نشان دادند که تغییر معنی

ها ، فراوانی آنWBCهموگلوبین،  هماتوکریت،

بالای نانوذرات نقره  غلظتو میزان گلوکز در 

تواند نشان دهنده سمیت ترکیب مورد می

 استفاده و بروز تنش در گونه مورد بررسی باشد.

با بررسی اثرات سطوح مختلف ( 1397) ملاحی

های رشد پروبیوتیک و نانوذرات نقره بر شاخص

نشان و ترکیب لاشه بچه ماهی کپور معمولی 

ر دگرم میلی 23/0در این ماهی  50LCدادند که 

های بررسی شده نانوذرات نقره و غلظتبود لیتر  

های کبدی با افزایش غلظت، در سطح آنزیم

از خود  شاهدداری نسبت به گروه افزایش معنی
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با بررسی ( 1400) فروهر و همکاران .نشان دادند

قرمز ذرات نقره بر ماهی کشندگی نانو هایپاسخ

(Carassius auratus gibelio)  نشان دادند

ساعت با افزایش  96 تا 24 زمان که در طی مدت

ها غلظت نانونقره، مرگ و میر نسبی ماهی

 (1397) نژاد و همکارانییضیا کرد.افزایش پیدا 

های در بافترا تجمع بافتی کلوئید نانوذرات نقره 

آبشش و عضله ساقه دمی در ماهی کپور معمولی 

دادند که تجمع نانوذرات  نشانو  مطالعه کردند

آبشش و عضله ساقه دمی  هاینقره در بافت

 ماهی کپور معمولی، در پایان دوره تیماربندی،

های اختلاف معناداری بین تیمارها با غلظت از

 .بود متفاوت برخوردار

بررسی اثرات نانوذرات هدف از این مطالعه 

های تیروئیدی، هورمون رشد، نقره بر هورمون

های کبدی کپور های خونی و آنزیمشاخص

 .معمولی است

 

 هاروش و مواد

 تهیه کپور معمولی

کپور معمولی ماهی قطعه بچه  150تعداد 

(Cyprinus carpio ) 12-15با میانگین وزن 

 از مزارع پرورش ماهی اطراف لنگرود تهیه گرم

مرکز تحقیقات علوم شیلاتی و فنون دریایی  بهو 

دکتر کیوان دانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان 

 سازگاری در واقع در بندر چمخاله منتقل شد.

ده  از لیتری مجهز به سیستم  هوا 2000مخزن 

 روز انجام شد. 14به مدت  ،کف

 

 وشیمیایی آبشرایط فیزیک

لیتری  30آکواریوم  12در این آزمایش از 

ساعت قبل از انجام آزمایش آب  24استفاده شد. 

دهی انجام چاه داخل آکواریوم ریخته و اکسیژن

 به هماهی کپور معمولی وزن شد قطعه 10شد. 

ا دمبرای دوره آزمایش  .هر آکواریوم انتقال یافت

 کسیژناو  pH 5/0±5/8، گراددرجه سانتی 25

ر لیتر در نظر گرفته دگرم میلی 8±2/1محلول 

های شاخص. (Rubio et al., 2005) شد

 pH و دما، اکسیژنشامل شیمیایی آب وفیزیک

متر دستگاه مولتیتوسط ه صورت روزانه ب

(WTW )گیری شدند.هانداز، آلمان 

 

 نانوذرات نقره 

مشخصات نانوذرات نقره استفاده شده در 

ایرانیان، ایران(  نانومواد )پیشگامان این پژوهش

آورده شده  1 شکل تصویر آن در و 1جدول  در 

 .است
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 : مشخصات کلی نانوذره نقره1جدول 

 مقادیر هاشاخص

 5/10  (3g/cm) چگالی

9/99 )%( خلوصدرجه   

 سیاه رنگ

 کروی شکل ذرات

 20 (nm) اندازه ذرات

 

 

 .مطالعه( از نانوذرات نقره مورد استفاد در این SEMویر میکروسکوپ الکترونی روبشی )تص: 1شکل 

 

نانوذرات  )50LC( روش تعیین سمیت کشندگی

 نقره

سنجی های طیفابتدا با استفاده از روش

پلاسمای جفت شده القایی و میکروسکوپ 

کیفیت نانوذرات نقره  (TEM) الکترونی عبوری

د. برای شاز نظر خلوص مورد استفاده ارزیابی 

تعیین سمیت نانوذرات نقره از استاندارد 

OECD (Organization Economic  

Cooperation Development)  د شاستفاده

(OECD, 2001) .مقدماتی  هایابتدا آزمایش

دست آوردن حدود  در سطح کوچک برای به

برای رسیدن به انجام شد، سپس غلظت کشنده 

اولیه  هایهای واقعی چندین بار آزمایشغلظت

 بههای تقریبی مورد نظر سم انجام شد تا اندازه
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حداقل و  مقدار. انتخاب اعداد بین دو آید دست

 1طبق رابطه و به روش لگاریتمی ( x)حداکثر 

 .(TRC, 1984د )شمحاسبه 

 

 :1رابطه  
x = (log m – log a) / m – 1 

m :؛ تعداد تیمارa :عدد ثابت. 

 

 براینانوذرات نقره  h96 50LCتعیین برای 

های با غلظت تیمارهار چ، ماهی کپور معمولی

لیتر نانوذره  در گرممیلی 8/0و  5/0، 4/0، 2/0

در  )بدون نانوذره نقره( شاهدنقره و یک تیمار 

غلظت فواصل  .در نظر گرفته شد سه تکرار

صورت لگاریتمی  بهنانوذرات نقره در تیمارها 

به  اولیه استوک محاسبه شد و سپس از محلول

های به دست وسیله پیپت مدرج به اندازه غلظت

با حجم  ها و به آب آکواریومشد آمده برداشته 

برای تعیین غلظت از . اضافه شدلیتر  30ثابت 

 .(Mortimer, 1967) استفاده شد 2رابطه 

 

 :2 رابطه 
M1V1 = M2 × V2 

1M :1 ؛اولیه )مول در لیتر( غلظت محلولV : حجم

ثانویه مول  غلظت محلول: 2M؛ اولیه )لیتر( محلول

 .حجم محلول ثانویه )لیتر(: 2V؛ در لیتر(

 

 سمیت گیریاندازهدر طی انجام آزمایش 

 24ای صورت نگرفت و حتی هیچ تغذیه حاد

 د.شساعت قبل از شروع آزمایش غذادهی قطع 

روش این که در مطالعه حاضر با توجه به 

Renewal- Static Condition Test  برای

ها و مواد آلی دفعی جلوگیری از اثر متابولیت

ماهی و نگهداری غلظت نانوذرات نقره در حد 

غلظت اولیه در نظر گرفته شد، آب تمامی 

ا آب حاوی همان بار بمخازن هر سه روز یک

 Alishahi) شدمی غلظت نانوذرات نقره تعویض

et al., 2016).  ،های ماهیدر طول آزمایش

آبششی مرده  سرپوشحرکت و فاقد حرکت بی

 24دند. هر شاز آب خارج می ،محسوب شده

بار میزان مرگ و میر ثبت شد و در ساعت یک

   با ساعت نتایج 96و  72، 48، 24 هایزمان

 افزاردر نرم Probit Analysis آماری روش

ToxTAT ت شدبث. 

، تعیین حداکثر غلظت مجاز ماده سمیبرای 

 96در مدت  M.A.C Valueمیزان عددی 

 ,T.R.Cاسبه شد )حم 3رابطه ساعت طبق 

1984). 

 

 :3رابطه  

M.A.C Value (mg/L) = LC50 96h / 10 

 

تعیین غلظت زیر حدکشندگی  برای

نانوذرات نقره بر ماهیان کپور معمولی، با حفظ 

، نگهداری در آزمایشگاه رعایت شرایط استاندارد
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 0 هایروز در معرض غلظت 7به مدت  ماهیان

 ازنانوذرات نقره گرم میکرو 15 و 10، 5 )شاهد(،

 قرار دادهسه تکرار با در لیتر  h96 50LC استوک

گیری و مدت اقدام به خون بعد از این شدند.

 .شدشناختی نخوهای آزمایش

 

 گیری خون

هر تیمار از  ماهیانگیری، برای خون

پس از بیهوشی با غلظت  ،آکواریوم خارج شده

ابتدا با یک  ،گل میخک لیتر از رد گرممیلی 220

سپس با استفاده از . ندحوله خشک شد

از سمت  تریلیمیلی 5های هپارینه سرنگ

ساقه دمی  سیاهرگ ازدرجه  45 جانبی و با زاویه

 ,Blaxhall and Daisley) شد گیریخون

 شدهخون گرفته از لیتر میلی 2مقدار  .(1972

های هپارینه هپارینه منتقل شد. لولههای لولهبه 

 rpm4000دقیقه با سرعت  8به مدت 

باقی د. شسانتریفیوژ شدند و پلاسما از خون جدا 

ساعت( و  3ترین زمان )زیر خون در کوتاهمانده 

بررسی  برایگراد درجه سانتی 4در دمای زیر 

شمارش شامل های سلولی خونی شاخص

گیری غلظت قرمز و سفید، اندازه هایگلبول

هموگلوبین و هماتوکریت به آزمایشگاه انتقال 

 (.Rad et al., 2014داده شد )

 

 شناختیهای خونسنجش شاخص

به روش  (RBC) های قرمزشمارش گلبول

دستی و با استفاده از لام هموسیتومتر نئوبار 

محلول ابتدا نمونه با  ،صورت گرفت. برای این کار

ملانژور با استفاده از و هریک  -رقیق کننده نات

سپس نمونه  رقیق شد. 200 به 1نسبت به قرمز 

رقیق شده به لام هموسیتومتر منتقل و پس از 

های قرمز، نشین شدن گلبولدقیقه برای ته 5

از  ایخانه 16مربع متوسط  5در  هاآنتعداد 

های مربع بزرگ مرکزی شمارش و تعداد سلول

د و تعداد شضرب  10000شمارش شده در عدد 

تعیین  متر مکعبهای قرمز در هر میلیگلبول

 (.Rad et al., 2014شد )

 روشبا استفاده ( Hb)هموگلوبین میزان 

توسط دستگاه  فتومتریهموگلوبین و  مت سیان

، شرکت جنوی 7415)اسپکتروفتومتر 

نانومتر مورد  540طول موج  درانگلستان( 

به دست آمده  مقدارسنجش قرار گرفت. سپس 

 هموگلوبینبا منحنی استاندارد مقایسه و میزان 

 Rad et) دشلیتر تعیین بر حسب گرم بر دسی

al., 2014.) 

با استفاده از  (Hct) گیری هماتوکریتاندازه

نمونه  و میکروهماتوکریت صورت گرفت هایلوله

 ، شمیمRST24S)خون توسط میکروسانتریفوژ 

به  rpm3000در دور  فردوس، ایران( رومینای
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 . در نهایت درصدشد سانتریفیوژ دقیقه 10مدت 

کش مخصوص سنجیده توسط خط هماتوکریت

 شد. 

شامل حجم قرمز  های گلبولشاخص

(، میزان متوسط MCV) قرمز متوسط گلبول

( و غلظت MCH) قرمز هموگلوبین گلبول

های قرمز گلبولدر هموگلوبین متوسط 

(MCHC با استفاده از )6تا  4های رابطه 

 (.Rad et al., 2014محاسبه شد )

 

 :4رابطه 

MCV (fL) = [Hct / RBC (per million)] × 10 
 

 :5رابطه 

MCH (pg) = [Hb / RBC (per million)] × 10 
 

 :6رابطه 

MCHC (g/dL) = (Hb / Hct) × 100 
 

، ابتدا خون های سفیدشمارش گلبولبرای 

هریک توسط  -ریس محلول رقیق کنندهبا 

پس  .رقیق شد 20به  1به نسبت  ملانژور سفید

سیتومتر نئوبار تعداد وبه لام همنمونه  از انتقال

کناری مربع بزرگ  4های سفید در گلبول

و به این ترتیب  شدضرب  50و در عدد شمارش 

متر مکعب میلیهر در های سفید گلبول تعداد

 (.Rad et al., 2014) خون محاسبه شد

 

سنجش آسپارتات آمینو ترانسفراز و آلانین 

 آمینو ترانسفراز

)فدراسیون بین المللی  IFCCاز روش 

شیمی بالینی و طب آزمایشگاهی( و بدون 

 برای Pyridoxal-5-phosphate افزودن

و  (ALT)ترانسفراز  آمینو آلانین سنجش

با به ترتیب ( AST) ترانسفراز آمینو آسپارتات

 و ALAT(GPT)آنزیمی  هایکیتاستفاده از 

ASAT(GPT) (شرکت پارس آزمون ،) قطر

گراد درجه سانتی 37متر، دما کووت یک سانتی

طول در  ،و اسپکتروفتومتر با بلانک هوا روی صفر

 Acerete et)  استفاده شد نانومتر 340موج 

al., 2004). 

 

 سنجش آلکالین فسفاتاز

 با کل (ALP) فسفاتاز نیآلکال میزان

 Alkalin کیت آنزیمی  از استفاده

Phosphatase (شرکت پارس آزمون)  با در

 درصد ،µL3 حساسیت) نانومتر 405طول موج 

متر، قطر کووت یک سانتی، 5/1 تغییرات ضریب

 فوتومتری روش ( بهگراد درجه سانتی 37دما 

 DGKC با مطابق شده استاندارد سینتیکی

)استاندارد انجمن بیوشیمی آلمان( با بلانک هوا 

 Moss) مورد سنجش قرار گرفت ،روی صفر

and Henderson, 1999). 
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 4T و 3Tهای تیروئیدی هورمون نجشس

بر پایه  های تیروئیدیهورمون نجشس

ایمونواسی آنزیمی رقابتی تنظیم شد. در 

 4Tآزمایش در  و 3T کونژوگه 3Tآزمایش 

متصل به آنزیم به همراه سرم یا  4Tکونژوگه 

 4Tو  3Tحاوی  آزموناستاندارد که در هر 

پوشیده های به چاهک بودطبیعی )بدون آنزیم( 

اضافه شد. در  4Tو  3Tهای بادیشده با آنتی

 3Tرقابتی بین  ازمایشزمان انکوباسیون در هر 

سرم یا استاندارد برای  4Tو  3Tه و گکونژو 4Tو 

 .سطح چاهک ایجاد شد هایبادیاتصال به آنتی

دقیقه انکوباسیون در دمای اتاق،  60پس از 

بار با محلول شستشو، شسته شدند.  5ها چاهک

های عمل برای خارج کردن کونژوگه این

د. سپس محلول رنگزا به شغیرمتصل انجام 

دقیقه در  15برای و نمونه  ها اضافه شدچاهک

این عمل باعث . دمای اتاق و تاریکی انکوبه شد

گسترش رنگ آبی بعد از آن ایجاد رنگ آبی شد. 

یک نرمال متوقف و رنگ  HClاضافه کردن  اب

محلول به زرد تبدیل شد. جذب نوری در طول 

گیری شد. نانومتر اندازه 630و رفرنس  450موج 

با مقدار  آزمایششدت رنگ ایجاد شده در هر 

3T  4وT  3متصل به آنزیمT  4وT ه که گکونژو

سطح چاهک اتصال یافتند های بادیآنتیبه 

نمونه و  4Tو  3Tنسبت مستقیم ولی با غلظت 

 Hagmar et) استاندارد نسبت عکس دارد

al.,1998). 

 

 سنجش هورمون رشد 

-hGH با کیت (GH) رشد هورمون سنجش

monobind (ELISA) (IBL )در ، آمریکا

گراد صورت گرفت. درجه سانتی 27-20 دمای

به میزان لازم، سوبسترا  سازیآمادهبرای 

با هم  Bو  Aهای های مساوی از محلولحجم

دقیقه در محیط تاریک قرار داده  15مخلوط و 

سازی به هیچ عنوان نباید از آماده برایشد. 

یاد محلول  استفاده کرد. Acid Washهای لوله

 درجه 2-8ساعت در دمای  24حداکثر  شده

و باید حتما در محیط  استپایدار  گرادسانتی

 Lal and) داری شودتاریک و یا ویال کدر نگه

Singh, 2005). 

 

 لیل آماریحتجزیه و ت

ستفاده از آزمون ا ها باتجزیه و تحلیل داده

 One-way) طرفهواریانس یکتحلیل 

ANOVA)  سطح  در دانکنآزمون سپو

افزار نرم در( P<05/0درصد ) 95 اطمینان

SPSS 22  ازرسم نمودارها برای و انجام شد 

 استفاده شد. Microsoft Excel 2013 افزارنرم
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 نتایج

نانوذرات نقره  50LCمیزان اضر حدر مطالعه 

، 48، 24های در زمانور معمولی پبرای ماهی ک

برنامه آماری  ساعت با استفاده از 96، 72

Probit Analysis  31/0، 095/0به ترتیب ،

 به دست آمدگرم درلیتر میلی 43/0و  65/0

 (.2)شکل 

 واریانس لیلحتآزمون  از به دست آمده نتایج

تحت کشنده نانوذرات های غلظت در طرفهیک

خونی ماهی کپور معمولی های شاخصنقره بر 

 15و  10، 5، 0) آزمایشی تیمارهایدر 

نشان داد که  در لیتر( h96 50LCمیکروگرم 

 لنفوسیت نوتروفیل،و درصد  گلبول سفیدمقدار 

بود داری برخوردار از اختلاف معنی ائوزینوفیلو 

(05/0P<.)  همچنین بیشترین اختلاف در تیمار

 (.3مشاهده شد )جدول سوم 

واریانس  لیلحتآزمون  از به دست آمده نتایج

تحت کشنده نانوذرات های غلظتدر  طرفهیک

بیوشیمیایی ماهی کپور های شاخصنقره بر 

 ALTآزمایشی نشان داد که  معمولی تیمارهای

؛ >05/0P)داشتند دار اختلاف معنی ASTو 

 (.4جدول 

 

 (Cyprinus carpioدر گونه ماهی کپور معمولی )های مختلف نانوذرات نقره در زمان 50LC : مقادیر2شکل 
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های خونی ماهی کپور معمولی شاخصتحت کشنده نانوذرات نقره بر  هایغلظت : اثرات3جدول 

(Cyprinus carpio) 

 3تیمار  2تیمار  1تیمار  شاهد شاخص

 mm( 4750/00 a 5866/67 ab 6766/67 b 10800/00c-3( گلبول سفید

 mm( 1175000 a 1205000 a  1223333 a 1243333 a-3(گلبول قرمز 

 4/7 a 6/7 a 7/3 a 7/3 a (g/dL) مقدار هموگلوبین

 a 29/4 a 30/0 a 31/0 a 28/5 )%( هماتوکریت

MCV (fl) 242/5 a 242/0 a 245/0 a 250/0 a 

MCH (pg) 56/30 a 57/67 a 59/00 a 59/00 a 

MCHC (g/dL) 21/95 a 23/73 a 23/66 a 23/67 a 

 a 12/33 a 13/00 a 19/00 b 11/00 )%(نوتروفیل 

 a 82/67 a 82/33 a 74/00 b 84/50 )%(لنفوسیت 

 a 4/00 a 4/33 a 5/67 b 4/00 )%(مونوسیت 

 ab 0/99 ab 0/96 a 1/04 b 0/88 )%( ائوزینوفیل

 (.>05/0P)است دار حروف غیرمشترک نشان دهنده اختلاف معنیدر هر ردیف، 

 ؛ h96 50LCمیکروگرم در لیتر نانوذرات نقره  10: 2؛ تیمار h96 50LCمیکروگرم در لیتر نانوذرات نقره  5: 1تیمار 

  .h96 50LCمیکروگرم در لیتر نانوذرات نقره  15: 3تیمار 

MCV :؛ حجم متوسط گلبول قرمزMCH: ؛ مقدار متوسط وزن هموگلوبین در یک گلبول قرمزMCHC : غلظت

 .متوسط هموگلوبین گلبولهای قرمز
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معمولی  کپور ماهی بیوشیمیایی ایهشاخصتحت کشنده نانوذرات نقره بر  هایغلظت اثرات :4جدول 

(Cyprinus carpio) 

 3تیمار  2تیمار  1تیمار  شاهد شاخص

(ng/mL) T4 17/60 a 17/80 a 18/37 a 18/64 a 

(ng/mL) T3 0/6095 a 0/6095 a 0/6023 a 0/5757 a 

(µIU/mL) GH 0/0995 b 0/0727 a 0/0683 a 0/0683 a 

(U/L) ALP 111/5 b 223/0 a 259/0 a 277/0 a 

(U/L) ALT 12/50 a 18/33 a 22/00 b 22/00 b 

(U/L) AST 412/50 a 447/67 a 564/00 b 568/33 b 

 (.>05/0P)است دار حروف غیرمشترک نشان دهنده اختلاف معنیدر هر ردیف، 

 ؛ h96 50LCمیکروگرم در لیتر نانوذرات نقره  10: 2؛ تیمار h96 50LCمیکروگرم در لیتر نانوذرات نقره  5: 1تیمار 

 . h96 50LCمیکروگرم در لیتر نانوذرات نقره  15: 3تیمار 

4T 3؛ تیروکسین: هورمونTیدوتیرونین؛ : هورمون تریGH هورمون رشد؛ :ALP آلکالین فسفاتاز؛ :ALT آلانین :

 .: آسپارتات آمینو ترانسفرازASTآمینو ترانسفراز؛ 

 

 بحث

 در موجود عفونت استرس و یا به پاسخ در

 سفید هایگلبول تعداد آبی، کاهش محیط

 و افزایش موجود ایمنی سرکوب بیانگر تواندمی

 به پاسخ دهنده نشانتواند می هاآن میزان

 .(Adams, 2002) باشد عفونت یا استرس

غلظت  افزایش بااند که مطالعات نشان داده

بدن افزایش نانوذرات نقره تعداد گلبول سفید در 

در این مطالعه . (1390زارچی،  رضایی) یابدمی

        تیمارها با افزایش غلظت نانوذرات نقره 

 داری را از خود نشان دادند که باتفاوت معنی

 مطابقت دارد.( 1390زارچی ) رضایی مطالعات

های ائوزینوفیل در خون بعضی از ماهی

به اند استخوانی که دچار آلودگی ویروسی شده

شود. البته یک حادثه مقدار فراوان یافت می

 نیز زا مثل صید، تراکم زیاد و گرسنگیاسترس

 ,Ellis) شودها میباعث افزایش ائوزینوفیل

ماهی همانند پستانداران در  ائوزینوفیل .(1971

نقش  زاعوامل بیماریفاگوسیتوز و از بین بردن 

 ها(. لنفوسیت1392)هدایتی و همکاران،  دارد

های سفید را در ماهیان درصد بالایی از گلبول

 ,.Thrall et al) دهندبه خود اختصاص می

 (1393) همکاران و آرادر مطالعه رزم .(2012

  لنفوسیت  درصد موجب کاهش نقره نانوذرات
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 همچنین. شد کمانرنگین ماهیگربه در

Khabbazi ای در مطالعه (2015) همکاران و

 باعث مس اکسید نانوذراتنشان دادند که 

 نوتروفیل  و لنفوسیت میزان در دارمعنی کاهش

 نسبت هاد. لنفوسیتش کماننرنگی لایآقزل در

 زیادتری عمر طولدیگر ی سفید هاگلبول به

پیدا  کاهش آلودگی با مواجهه در اغلب و دارند

 ایمنی، سیستم سرکوب یا تحریک در کنند.می

 کارآمدی زیستی نشانگرهای هالنفوسیت

و همکاران، جهانبخشی ) شوندمی محسوب

 لنفوسیتاز نوع  سفید هایگلبول .(1393

 که هستند اختصاصی ایمنی سیستماز  بخشی

 یک عنوان تواند بهمی هاآن تعداد در نوسان

 به ماهیان پاسخ با ارتباط در مناسب شاخص

 .(Stoskopf, 1993) باشد مطرح استرس عوامل

 فاگوسیتوز جمله از زیادی وظایف نوتروفیل

 و آلاینده التهاب، تجزیه به کوچک، پاسخ ذرات

 هاسلول کردن نابود مانند متابولیکی هایفرآیند

 در نوتروفیل افزایش دارد. بنابراین عهده به را

 نیست انتظار از دور هاآلاینده با مواجهه

(Evans, 2008).  در مطالعهRazmara  و

 در نوتروفیل درصد افزایش( 2014همکاران )

 اب مواجهه از پس کمانرنگین ماهیگربه

این مطالعه، در  است. شده گزارش نقره نانوذرات

 1 های)غلظتمیزان نوتروفیل در همه تیمارها 

 بر میکروگرم 1 نقره، نانوذرات لیتر بر میکروگرم

 نانوذرات لیتر بر میکروگرم 20 نقره، نیترات لیتر

افزایش  نقره( نیترات لیتر بر میکروگرم 20 نقره،

 لیتر بر میکروگرم 20) در تیمار سوم ویافت 

 داربه شاهد تفاوت معنی نسبت نقره( نانوذرات

تغییر  (.Razmara et al., 2014داشت )

 و درصد سفید هایگلبولتعداد  دارمعنی

بالای  مقدارلنفوسیت، نوتروفیل و ائوزینوفیل در 

تواند نشان دهنده سمیت نانوذرات نقره می

ترکیب مورد استفاده و بروز تنش در گونه مورد 

(. 1393آرا و همکاران، بررسی باشد )رزم

 .بالا استهمسو با نتایج  اضرحمطالعه های یافته

و  MCV، MCH هایشاخص مطالعه

MCHC هاخونیکم انواع تشخیص در تواندمی 

 تواندمی MCVمقدار  بودن پایین. باشد مفید

 با زیرا، باشد مثبت خونی شاخص یک عنوان به

 حرکت قرمز هایگلبول حجم شدن کوچک

 ترسریع و ترآسان های خونیرگ در هاآن

 کندمی جلوگیری لخته ایجاد از و دشومی

(Ferguson et al., 2010 در مطالعه حاضر .)

MCV ،MCH  وMCHC  در تیمارهای دوم

50LC میکروگرم در لیتر نانوذرات نقره  10)

96h ) میکروگرم در لیتر نانوذرات  15)و سوم

ولی اختلاف  ،افزایش داشتند( h96 50LCنقره 

 مشاهده نشد. هاداری در آنمعنی
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 هایداران در سلولهورمون رشد در مهره

 در. شودغدد هیپوفیز تولید می پسوماترو

 پروکسیمالها در ماهیان عمدتا این سلول

قرار دارند پارسی دیستال در هیپوفیز غدامی 

(Huang and Specker, 1994 هورمون رشد .)

دارای یک عملکرد فیزیولوژیک پلیوتروپیک 

اندوکرینی است که به طور مستقیم با افزایش 

در  تجزیه چربیو ین ئپروتو  DNAساخت 

وادار کردن کبد  باماهیچه و به طور غیرمستقیم 

)فاکتور رشد  IGFبه تولید و ترشح  پانکراسو 

 ,.Riley et al)همراه است  شبه انسولین(

 اثر بر ماهیان کاهش رشد دلایل از یکی. (2003

 و ترشح در سمی، اختلال مواد بامواجهه 

 رشد هورمون و تیروئیدی هایهورمون عملکرد

آلای قزل ماهیدر  عنوان مثال بهاست. 

 خیرات کادمیوم فلز بامواجهه  اثردر  کمانرنگین

 Jones) دش مشاهده رشد هورمون ژن بیان در

et al., 2001).  بررسی هورمون رشد(GH)  در

مقدار این هورمون که  نشان داداضر حمطالعه 

اختلاف در تیمارهای مختلف نانوذرات نقره 

دچار کاهش رشد نداشت و ماهیان  داریمعنی

نیز ( 2009و همکاران ) Ramsden .نبودند

 اکسیددی نانوذرات که تغذیه با ندنشان داد

شناسی خون و رشد هایشاخص بر تیتانیوم

 داریمعنی ثیراتی رنگین کمان آلاقزل ماهی

هورمون تیروئید با اثر بر روی دامنه  .شتندا

ترین عوامل های بدن، از مهموسیعی از بافت

آید شمار میه تنظیم کننده متابولیسم پایه ب

(Besson et al., 2020این هورمون .) ها بر روی

تحریک گوانین برای  میزان مصرف اکسیژن،

در تغییر میزان سوخت و ساز و  پوست تجمع در

ستاری، )گذارند مواد قندی و نیتروژن اثر می

ای . بسیاری از عوامل شیمیایی و تغذیه(1381

بر  ی رایتوانند اثرات مثبت یـا سومی

 هایهورمون. دبدن بجا بگذارن ایهمتابولیت

تیروئیدی با افزایش میزان جذب غذا و افزایش 

میزان رشد  ای،های رودهآنزیم هایفعالیت

غده تیروئیدی در  .دنکنموجود را کنترل می

تنظیم میزان رشد، تمایز سلولی، تکامل جنسی، 

تولیدمثل ماهیان تاثیر بسزایی  وسیستم عصبی 

ئیدی بر تکامل سیستم های تیرومونوره .دارد

 ,.Lam et al) ایمنی ماهیان موثر هستند

 3Tهای هورموندر مطالعه حاضر مقدار  (.2006

از داشت اما ها افزایش در همه تیمار 4T و

 مطالعه برخوردار نبود. در داراختلاف معنی

 همکاران و Tassinariتوسط  گرفته صورت

 سبب اکسید تیتانیومدی (، نانوذره2014)

 و تیروئید غده در توجه قابل تغییرات بافتی

 شد. 3T هورمون سطح سرمی کاهش همچنین

 اثر با رابطه شده در گزارش متناقض نتایج
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 تیروئیدی هایهورمون غلظت بر نانوذرات

 نانوذره، شکل، نوع در تفاوت دلیل به است ممکن

 باشد آن شیمیایی و فیزیکی خواص و اندازه

(Tassinari et al., 2014). هایماهیان پاسخ 

شامل کاهش یا افزایش ) آنزیمی متفاوتی را

 دهندفعالیت آنزیم( در مقابل آلودگی نشان می

که نوع گونه ماهی، ماده آلوده کننده، غلظت 

مورد مطالعه و شرایط فیزیکوشیمیایی آب در 

اند این زمینه به عنوان عوامل موثر معرفی شده

(Sanchez et al., 2005) .های آنزیمAST  و

ALT  هایتشخیص آسیب برای معمولبه طور 

بافتی به ویژه کبد ماهیان مورد استفاده قرار 

توانند به طور ها میگیرند. همچنین این آنزیممی

حساسی میزان آلودگی محیط را قبل از بروز 

 ,.Oner et al) اثرات خطرناک نشان دهند

2009). Younis ( افزایش2012و همکاران ) 

         را در  ALTو  ASTهای آنزیم دارمعنی

 Oreochromisیای نیل )پتیلاسرم خون 

niloticus )های تحت در شرایط مواجه با غلظت

مشاهده کردند و علت آن را  (Zn)کشنده روی 

سازی ب کبد به علت تجمع فلز روی و رهاآسی

ها در سرم خون بیان کردند. از طرف این آنزیم

 ءجز ALTو  ASTکه  به ایندیگر با توجه 

های آمینوترانسفراز هستند و خانواده آنزیم

حاضر ممکن  مطالعهها در افزایش فعالیت آن

ئوژنز ونها در تنظیم فرآیند گلوکاست به نقش آن

پاسخ به تقاضای انرژی جانور در شرایط  برای

استرس )ناشی از وجود نانوذرات نقره( مرتبط 

های کبدی باعث باشد. تخریب یا صدمه سلول

د. انسداد مجاری شومی ALTآزادسازی آنزیم 

. این هددافزایش میرا سرم خون  ALPصفراوی 

های کبدی و بلوکه امر در نتیجه تخریب سلول

 Karenشود )ایجاد میکردن مجاری صفراوی، 

et al., 1998) .به تمالا حدر مطالعه حاضر نیز ا

شرایط در علت تغییرات بافتی و آسیب سلولی 

در ماهی  ALPمیزان ه با نانوذرات نقره مواجه

 بر نقرهنانوذرات  ثیرات بررسی افزایش یافت. در

 خون ماهی سرم بیوشیمیایی هایشاخص

نانوذرات  که دش مشخص کمانرنگین آلایقزل

 ALPآنزیم  فعالیت افزایش میزان سبب نقره

 ,Louei Monfared and Soltaniشود )می

در پلاسمای خون ماهی  ALT. افزایش (2013

کپور معمولی در تماس با نانوذرات اکسید روی 

که هم  (Lee et al., 2014) گزارش شده است

در این مطالعه . استحاضر  مطالعهراستا با نتایج 

افزایش یافت و اختلاف نیز  ASTمقدار 

داری در آن مشاهده شد که در راستای آن معنی

 تغییرات ینب داریمعنی ارتباط پژوهشگران

گزارش  ASTو آنزیم  کبد هیستوپاتولوژیک

 .(Chen et al., 2004) کردند
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 نقره نانوذرات که داد نشان مطالعه این نتایج

 گلبول تعداد در داریمعنی اختلاف به منجر

 ائوزینوفیل و لنفوسیت نوتروفیل، درصد سفید،

. شد تیمارها در AST و ALT مقدار همچنین و

 بر منفی تاثیرات دارای نقره نانوذرات همچنین

 کپور ماهی بیوشیمیایی و خونی هایشاخص

 .بود معمولی

 

 قدردانی و تشکر

پور کوه بنه از پژوهشگر گرامی  شهریار تقی

جهت پیشبرد اهداف علمی این پژوهش کمال 

 تشکر و قدردانی را داریم.
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Abstract  

Fish is in the highest level of aquatic food chain and has the ability to 

biologically magnify heavy metals, even at low concentrations in the 

environment. Biochemical methods and measuring blood parameters are among 

the important biological indicators that are widely used in assessing the health 

status of fish. The aim of this study was to investigate the effects of silver 

nanoparticles on thyroid hormones, growth hormone, blood factors and liver 

enzymes of common carp (Cyprinus carpio). In this study, 150 fish with weight 

of 12-15g after obtaining acute toxicity (LC50 96h), randomly exposed to 

concentrations of 0 (control), 5, 10 and 15 µg/L of LC50 96h silver nanoparticles 

with three replications for 7 days. At the end of the experimental period, blood 

samples were withdrawn by puncturing the vein in the fish tail. The results of this 

study showed that silver nanoparticles led to a significant difference in the 

number of white blood cells, percentage of neutrophils, lymphocytes and 

eosinophils and also amount of ALT and AST in the treatments (P<0.05). Also 

silver nanoparticles have negative effects on blood and biochemical parameters 

of common carp. 

Key words: Silver Nanoparticles, Growth Hormone, Blood Factors, Common 

Carp. 
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