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اثرات نانوذره اکسید مس بر بافت و آنزیم های متابولیک کبد 
 )Cyprinus carpio(و کلیه بچه ماهی کپور معمولی

bb

چكيد ه 

امروزه یکی از مشکلات محیط های آبی، ورود فاضلاب های صنعتی حاوی نانوذرات است. در این مطالعه اثرات نانوذره ی اکسید  مس 
 )CuO NPs( بر برخی آنزیم ها و تغییرات بافت های کبد و کلیه بچه ماهی کپور معمولی مورد بررسی قرار گرفت. ابتدا  سمیت حاد 
 CuO NPs از mg/l 200 این نانوذره تعیین شد. سپس بچه ماهیان به مدت 96 ساعت در معرض غلظت های 50، 100 و ،)LC50 96h(
به همراه شاهد، هریک با سه تکرار قرار گرفتند. در چهار بازه زمانی بافت های کبد و کلیه  جدا و بررسی شدند. همچنین سنجش فعالیت 
در   )LDH( دهیدروژناز  لاکتات  و   )ALP( فسفاتاز  آلکالین   ،)AST( آمیناز  ترانس  آسپارتات   ،)ALT( آمینوترانسفراز  آلانین  آنزیم های 
بافت ها انجام گرفت. آنالیز فعالیت همه آنزیم ها در بافت کبد در غلظت mg/l 200 پس از 96 ساعت، افزایش معناداری را در مقایسه 
با شاهد )p>0/05( نشان دادند. برای بافت کلیه، فعالیت آنزیم های ALP و LDH در غلظت  mg/l 200 در هر 4 بازه ی زمانی و برای 
آنزیم های ALT و AST در غلظت های 100 و  mg/l 200 پس از 48، 72 و 96 ساعت تفاوت معناداری )p>0/05( نشان دادند. بافت کبد 
عوارضی چون پرخونی، خونریزی، نکروز سلولی، آتروفی سلولی و دژنرسانس چربی به شدت مشاهده گردید. بافت کلیه، تغییرات بافتی 
مشابه در کنار کاهش یا تخریب کپسول بومن، انبساط گلومرولی، رسوبات هموسیدرین، نکروز، تخریب و بسته شدن مجاری کلیوی را به 
شدت نشان داد. نتایج نشان داد مقادیر تحت کشنده نانوذره ی اکسیدمس می تواند موجب تغییر فعالیت آنزیم های شاخص بافت کبد و 

کلیه ماهی کپور معمولی گردد و آثار هیستوپاتولوژیک چشمگیری برجای بگذارد.
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Nowadays one of the aquatic environment problems is the entry of industrial wastewater containing nanoparticles. In 
the present study, the effects of copper oxide nanoparticles (CuO NPs) on some enzymes and histological alterations 
of liver and kidney tissues in the juvenile carp was assessed. At first, acute toxicity (LC50 96h) of CuO NPs were 
determined. Then, juvenile carps were exposed to the sublethal concentrations of 50, 100 and 200 mg/l of CuO NPs 
for 96h. Liver and kidney tissues of carp were separated after four periods. Also, ALT, AST, ALP and LDH enzyme 
activity assay in tissue extracts was done. The analysis of all enzymes activity in liver at a concentration of 200 mg/l 
after 96h, showed significant increase compared to the control treatment (P<0/05). In kidney, ALP and LDH enzyme 
activity for all of the four periods at concentration of 200 mg/l and GOT and GPT enzyme activity after 48, 72 and 96h 
at concentration of 100 and 200 mg/l showed significant difference. In the acute treatments of liver tissue side effects 
such as blood congestion, cellular necrosis, and cell atrophy and fatty degeneration was observed. kidney tissue were 
indicated same histopathological changes and shrinkage or degeneration of Bowman's capsule, glomerular expan-
sion, hemosiderin deposits, tubular necrosis and degeneration or occlusion of the tubular lumen. The results showed 
that sublethal amounts of CuO NPs could affect the activity of the liver and kidney enzymes of the common carp and 
showed significant histopathological effects. 
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مقدمه
سیستم های آبی پیوسته در مواجه با مشکلات ناشی از آلاینده ها هستند 
از منابع مختلف مانند فاضلاب های صنعتی، پساب های کشاورزی و  که 
فاضلاب شهری اکثراً بدون هیچ تصفیه ای به آب ها رها می گردند. بنابراین 
موجودات آبزی به طور مداوم در معرض خطرات ناشی از آلودگی محیط 
زیستشان قرار دارند )24(. امروزه آلودگی  فلزات در طبیعت از اصلی ترین 
تهدیدکنندگان سلامت محیط زیست به شمار می روند )15(. فلزات سنگین 
نظیر سرب، جیوه، مس، کادمیوم، نیکل و کروم به دلیل ایجاد اختلال در 
سموم  از  گوناگون  موجودات  هموستاتیک  ی  کننده  حفظ  مکانیسم های 
پرخطر هستند. اغلب این فلزات به طور فزاینده ای توسط صنایع مختلف 
به دریاها و تالاب ها وارد می شوند )23(. امروزه فناوری نانو با کاربردهای 
جدید در زمینه های مختلف پزشکی، علم مواد، ساخت ساز و تکنولوژی 
های دیگر همراه بوده و نانوذرات مهندسی شده منجر به افزایش تنوع 
محصولات در بازار شده است. خصوصیات نانوذرات به شکل قابل توجهی 
از مولکول های کوچک متفاوت می باشد و می تواند اثرات خطرناک زیادی بر 
محیط زیست و همچنین بر سلامت انسان داشته باشد )4 و 17(.  محیط های 

آبی معمولاً در معرض ورود نانوذرات قرار دارند )5(. این مواد به سادگی 
توسط موجودات آبزی از قبیل نرمتنان، سخت پوستان و ماهی ها جذب می 
شوند )7(. جذب و اثر نانوذرات بر آبزیان موضوع بسیار مهمی است که 
منجر به مطالعات گسترده زیست  سم شناسی در این زمینه شده است )8(. 
نانو ذره اکسید مس یکی از ترکیبات بسیار مهم صنعتی است که در گروه 
اکسید های نیم رسانا می باشد، تولید ارزان قیمت دارد و خواص الکتریکی 
در  مس  اکسید  ذره  نانو  وسیع  کاربرد  های  داراست.  را  خوبی  اپتیکی  و 
سلول های خورشیدی، حسگر های گازی، فرآیند های کاتالیستی، کاربرد در 
ترانزیستور های اثر میدان، سوئیچ های نوری، رسانه های ذخیره مغناطیسی 
و الکترود های لیتیوم-یون می باشد )14( و می تواند به سادگی به منابع آبی 
وارد شود )13(. از آنجایی که کشور ایران یکی از کشور های پیشرو در علم 
نانوتکنولوژی است، توجه به استفاده از این مواد در آبزی پروری و بهداشت 
آبزیان کشور، جایگاه بیشتری را به خود جلب نموده و تلاش برای کاربردی 
کرانه های  می باشد.  توسعه  حال  در  نیز  صنعت  این  در  نانوذرات  نمودن 
جنوبی دریای خزر با برخورداری از منابع جنگلی، منابع آبی و همچنین 
خاک حاصلخیز و باران فراوان، دارای اکوسیستم های بسیار متنوعی است. 
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این منطقه علی رغم ظاهر توانمند، به دلیل رشد شتابان جمعیت و گسترش 
فعالیت های صنعتی، کشاورزی، شهری، گردشگری و... بسیار آسیب پذیر 
تجمع  معرض  در  مستقیمًا  ماهی ها  جمله  از  آبزیان   .)21( می باشد 
هستند  غذایی  زنجیره  طریق  از  غیرمستقیم  و  آلوده  آب  از  آلاینده ها 
)19(. این امر مشکلاتی مانند انواع بیماری ها و نیز تغییراتی در ساختار 

آن ها ایجاد می کند )16(.
عالی  جانوران  و  گیاهان  برای  کم  مقادیر  در   (Cu) مس  اینکه  علیرغم 
ضروری است )در ساختار سیتوکروم C اکسیداز و سوپراکسید دیسموتاز 
)13(. اما زیان ها و آسیب های پاتولوژیک مس در مقادیر بالا در ماهی ها 
به  می تواند  بافت شناسی  تغییرات   .)20( است  شده  شناخته  خوبی  به 
در  انسانی  مختلف  آلاینده های  اثرات  بررسی  جهت  شاخصی  عنوان 
موجودات زنده استفاده  شود و بازتابی از سلامت عمومی کل جمعیت 

اکوسیستم باشد )19(. 
گونه های مختلف خانواده ی کپور ماهیان به دلیل استفاده از حلقه های 
اول زنجیره ی غذایی موجود در آب، استعداد رشد سریع، سازگاری وسیع، 
گوشت لذیذ و پرورش آسان دارند و از جایگاه ویژه ای در تغذیه ی مردم 
برخوردار می باشند. کپور معمولی (Cyprinus carpio) در اروپا و آسیا 
پرورش داده می شود و نوع بومی وحشی آن در آب های جنوبی دریای 
خزر مشاهده می شود )9(. در بین تحقیقات صورت گرفته در مورد اثر 
نانوذرات بر ماهیان، مطالعاتی در زمینه ی سمیت کشنده و اثرات نانوذره 
اکسید مس در ماهیان صورت گرفته است. از جمله مطالعه ای که سمیت  
کشنده میانی در نمونه های جوان کپور معمولی، در معارضه با نانوذره 
اکسید مس در غلظت های ده ، 50، 100، 200، 300، 500 و حتی 1000 
mg/l  بررسی گردید و اثرات سمیت حاد مشاهده نشد، در حالیکه در 
غلظت تحت کشنده mg/l 100 اثرات منفی از جمله کاهش رشد در ماهی 
کپور جوان ملاحظه گردید )25(. همچنین اثر نانوذره اکسیدمس بر برخی 
 (Oncorhynchus mykiss) شاخص های خونی ماهی قزل آلا رنگین کمان
و سمیت کشنده آن نیز بررسی شد و نتایج مشابهی مانند عدم مرگ و 
میر در غلظت های مورد مطالعه بدست آمد )13(. به علاوه مطالعاتی در 
رابطه با غلظت کشنده، فعالیت آنزیم ها و  تغییرات بافتی تیلاپیای نیل 
(Oreochromis niloticus) در مواجهه با نانوذره و درشت ذره اکسیدمس  
صورت گرفت.  در این مطالعات در غلظت های یک دهم و یک بیستم 
96h-LC50، تغییرات بافتی و افزایش معناداری در آنزیم های متابولیک 
کبد مشاهده شد که تغییرات در نانوذره نسبت به درشت ذره بیشتر بود 
)1 و 2(. از آن جائی که کلیه بیشترین میزان خون پس آبششی را دریافت 
مواجه  زمان  در  سم زدائی  اندام  مهم ترین  عنوان  به  کبد  و   )2( می کند 
شدن با آلاینده های محیطی، نقش مهمی در متابولیسم مس ایفا می کند، 
تغییرات فیزیولوژیکی و هیستوپاتولوژیکی کبد و کلیه به عنوان شاخص 
مناسبی برای بررسی اثرات آلاینده ها از جمله نانوذرات فلزی در ماهیان 
هستند )9(. تاکنون مطالعات بسیار اندکی در رابطه اثرات نانوذره اکسید 
بافت های  متابولیک  های  آنزیم  تغییرات  و  بافتی  آسیب های  بر  مس 
مطالعه  این  از  هدف   .)9 و  است)2  گرفته  صورت  ماهیان  کلیه  و  کبد 
و  متابولیک  آنزیم های  تغییرات  بر  اکسیدمس  نانوذره  کوتاه مدت  تاثیر 
آسیب شناسی بافتی در دو بافت شاخص )کبد و کلیه( در بچه ماهی کپور 

معمولی می باشد.

مواد و روش ها
طرح آزمایش

برای انجام پژوهش حاضر، نمونه گیری از بچه ماهیان کپور معمولی در دی 
ماه 1393 از یکی از استخرهای پرورشی حومه شهر رشت انجام شد و 200 
قطعه ماهی با میانگین وزن gr  0/5± 10/5 و طول cm  1/5± 9/8 به مخزن 
lit1000 حاوی آب شهر کلرزدائی شده در آزمایشگاه بیولوژی دریا دانشکده 
علوم پایه دانشگاه گیلان انتقال یافتند. پس از اینکه نمونه ها یک هفته با شرایط 
آزمایشگاهی سازگار شدند، به آکواریوم های اصلی منتقل گردیدند. در مدت 
انجام آزمایش شرایط فیزیکوشیمیایی آب )دما 21 درجه سانتی گراد، pH آب 8/3 
و سختی آب )mg/l 12 ± 230( هر روز کنترل شدند. پس از گذشت یک هفته 
دوره ی سازگاری  ابتدا ماهیان به مدت 96 ساعت در معرض غلظت  هاي 25،  
50،  100،  200،  500،  1000 و 2000 میلی گرم بر لیتر نانوذره اکسید مس قرار 
گرفتند )25( و میزان مرگ و میر در زمان های 24،  48،  72 و  96 ساعت جهت 
تعیین LC50 ثبت شد. سپس با استناد به نتایج حاصل از بخش اول آزمایش، 
برای بررسی تغییرات بافتی و آنزیمی بافت های کبد و کلیه، غلظت های تحت 
کشنده 50، 100 و 200 میلی گرم بر لیتر از نانوذره اکسید مس به همراه یک 
تیمار شاهد در سه تکرار در نظر گرفته شد و بچه کپور ماهیان به تعداد 20 
قطعه در هر تکرار به مدت 96 ساعت در معرض این سه غلظت  تحت کشنده 
قرار گرفتند. نانو ذرات اکسیدمس با نام تجاری US NANO مربوط به شرکت 
آمریکایی US Research Nanomaterials خریداری شد. خصوصیات نانوذره 
تهیه شده جهت تعیین اندازه، مورفولوژي و بررسي ساختار كريستالي نانوذرات 
الکترونی  میکروسکوپ   ،TEM گذاره  الکترونی  میکروسکوپ  آنالیزهای  با 
نگاره SEM و پراش اشعه X-ray توسط واحد آزمایشگاهی نانو مورد تایید 
ستاد توسعه فناوری نانو مورد بررسی قرار گرفت. نانوذرات قبل از این که 
به مخزن ها اضافه شوند، با مقدار مناسب آب مقطر مخلوط و به مدت ده 
 )S3000 :مدل ،QSonica :دقیقه به وسیله دستگاه اولتراسوند )شرکت سازنده
در دمای محیط اولتراسیون شدند تا پراکنش و یکنواختی ذرات آن افزایش 
یابد )1(. در پایان بازه های زمانی 24، 48، 72 و 96 ساعت چهار نمونه از هر 
آکواریوم برداشت شد، ماهیان قبل از  تشریح با استفاده از عصاره گل میخک 
با غلظت 150mg/l ، بیهوش و بیومتری شدند )11(. نمونه ها پس از خون گیری 
بلافاصله در شرایط استریل تشریح شده و اندام های کبد و کلیه شناسایی و 
جداسازی گردید. بافت ها پس از هموژنیزه شدن سانتریفیوژ شده و از محلول 
حاصل از بخش شفاف رویی برای سنجش آنزیم  های هدف استفاده شد. میزان 
فعالیت آنزیم های آسپارتات آمینوترانسفراز (AST) یا گلوتامات اگزالواستات 
پیروات  گلوتامات  یا   (ALT) آمینوترانسفراز  آلانین   ،(GOT) ترانس آمیناز 
 (LDH) و لاکتات دهیدروژناز (ALP) آلکالین فسفاتاز ،(GPT) ترانس آمیناز
با استفاده از کیت شرکت پارس آزمون با روش فتومتریک اندازه گیری شدند) 
9(. بخش دیگری از بافت کبد و کلیه بمنظور بررسی بافتی نمونه برداری و 
پس از آماده سازی به روش هماتوکسیلین– ائوزین (H&E) رنگ آمیزی شد)9(. 
اسلایدهای بافتی به کمک میکروسکوپ نوری متصل به مانیتور و مجهز به 

دوربین عکاسی مورد مطالعه و بررسی قرار گرفتند. 

تجزیه و تحلیل آماری داده ها
نتایج حاصل از بررسی داده ها به صورت میانگین ± خطای استاندارد بیان 

اثرات نانوذره اکسید مس بر بافت و  ...
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شده است. اختلاف بین داده ها و مقایسه میانگین نمونه ها در تیمارهای 
مختلف با آنالیز واریانس یک طرفه یا استفاده از نرم افزار SPSS 18 انجام 
و در صورت وجود اختلاف معنی دار بین گروه ها، از پس آزمون چند دامنه 
دانکن استفاده شد. اختلاف در سطح اطمینان بالای p>0/05( 95%( در نظر 

گرفته شد. نمودارها در نرم افزار Excel 2013 رسم گردید.

نتایج
تعیین میزان سمیت کشنده ی نانوذرات اکسید مس در بچه  ماهیان 

کپور معمولی
تنها تلفات مشاهده شده بچه ماهیان در تمامی غلظت های مورد بررسی 
نانو ذره اکسید مس )mg/l 50، 100، 200، 500، 1000 و 2000( طی 96 
ساعت، تعداد دو قطعه ماهی در یک تکرار با غلظت mg/l 100 در بازه های 
زمانی 24 و 48 ساعت بود. بنابراین باتوجه به این نتایج بخش دوم آزمایش 

اجرا شد. 
قابل ذکر است که میزان فعالیت و به  ویژه حرکت باله ی دمی ماهی های در 
معرض غلظت های مختلف نانوذره )به ویژه غلظت های بالاتر( در مقایسه 

با نمونه های آکواریوم شاهد در حد قابل توجهی کم شد.

تغییرات رفتاری
این مطالعه با هدف ارزیابی اثرات هیستوپاتولوژیک ایجاد شده توسط غلظت 
تحت کشنده نانو ذره اکسید مس بر بچه ماهی کپور معمولی انجام شد. طی 
96 ساعت دوره آزمایش در همه گروه های مورد مطالعه هیچ مرگ و میری 
مشاهده نشد. تغییرات رفتاری شاخص حساسی برای بررسی اثرات سمی 
بالقوه مواد است. الگوی رفتاری و شنای ماهیان در گروه کنترل نرمال بود اما 
در گروه های تیمار شده رفتار شنای غیرمعمول با پرش های ناگهانی همراه با 
افزایش غلظت اکسید   مس طی دوره مواجهه افزایش پیدا کرد. بویژه شنای 
نزدیک سطح، سستی و بیحالی و حالت سرگردانی کاملاً قابل تشخیص بود. در 
خصوص پارامتر وزن و طول ماهی پس از 96 ساعت از آغاز آزمایش تفاوت 
معناداری در مقدار طول و وزن ماهیان تیمار اکسید مس نسبت به ماهیان 

.)p <0/05( شاهد در هر سه غلظت مورد بررسی مشاهده نشد

نتایج آنالیز آنزیم های ALP، LDH، GOT، GPT در بافت های کبد و 
کلیه بچه ماهی کپور معمولی

آنالیز فعالیت آنزیم های بافت کبد در بچه کپور ماهیان مورد بررسی نشان 
داد که فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز تنها در غلظت mg/l  200  از تیمار 96 
ساعت افزایش معناداری در مقایسه با شاهد نشان داد )p>0/05( )شکل 
1(. در فعالیت آنزیم لاکتات دهیدروژناز در غلظت mg/l  50  پس از مدت 
 200 mg/l 96 ساعت اختلاف معناداری مشاهده شد و در تیمار با غلظت
نیز پس از مدت زمان  24، 72 و 96 ساعت افزایش معنی داری در فعالیت 

آنزیم نسبت به شاهد مشاهده شد )p>0/05( )شکل 2(.
غلظت  در  آمیناز  ترانس  اگزالواستات  گلوتامات  آنزیم  فعالیت  همچنین 
داد  نشان  با شاهد  اختلاف معناداری  از 72 و 96 ساعت  200 پس   mg/l 
ترانس  پیروات  گلوتامات  آنزیم  فعالیت  بررسی   .)3 )شکل   )p>0/05(
آمیناز در غلظت های  mg/l 100 و 200 پس از 72 و 96 ساعت نیز تفاوت 

معناداری با شاهد نشان داد )p>0/05( )شکل 4(.

آنالیز فعالیت آنزیم های بافت کلیه در بچه کپور ماهیان مورد بررسی نیز 
نشان داد که فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز تنها در نمونه های تیمار شده 
با غلظت mg/l 100 از نانوذره اکسید مس، پس از 72و 96 ساعت افزایش 
معناداری با گروه شاهد نشان داد )p>0/05(، همچنین در تیمار با غلظت 
mg/l  200 در تمامی بازه های زمانی تفاوت معنی داری با فعالیت آنزیم در 

نمونه شاهد مشاهده شد )p>0/05( )شکل 5(.  
بررسی فعالیت آنزیم لاکتات دهیدروژناز در بافت کلیه در معرض غلظت 
mg/l 100 از نانوذره اکسید مس پس از 72 و 96 ساعت افزایش معنی داری 
با شاهد نشان داد )p>0/05(. به علاوه در  فعالیت آنزیم های بافت کلیه 
در معرض غلظت mg/l 200 در تمامی بازه های زمانی افزایش معناداری 
نسبت به نمونه های شاهد مشاهده شد )p>0/05( )شکل 6(.  فعالیت آنزیم 
گلوتامات اگزالواستات ترانس آمیناز (GOT) در بافت مذکور و در غلظت 
mg/l 50 از نانو ذرات، پس از 48 و 96 ساعت افزایش معناداری نسبت به 
نمونه شاهد نشان داد )p>0/05( و در تیمار با غلظت mg/l 100 نانو ذره 
اکسیدمس در تمامی بازه ها به جز 24 ساعت، تفاوت معنی داری با نمونه 
شاهد ثبت شد. همچنین در تیمار با غلظت mg/l 200 نیز در تمامی بازه های 
 )p>0/05( با نمونه شاهد مشاهده شد  معنی داری  تفاوت  بررسی  مورد 
)شکل 7(. در ادامه، طی بررسی فعالیت آنزیم گلوتامات پیروات ترانس 
آمیناز (GPT) بافت کلیه در غلظت mg/l 50 در بازه های زمانی مورد نظر،  
تفاوت معنی داری بین تیمارهای حاوی نانوذره با نمونه شاهد پس از 48 و 
96 ساعت مشاهده گردید )p>0/05(و در غلظت mg/l 100 نیز در تمامی 
بازه های زمانی به جز 72 ساعت، تفاوت معنی داری را با شاهد نشان داد 
)p>0/05(. همچنین در تیمار غلظت mg/l 200 نیز فعالیت این آنزیم در 
تمامی بازه های مورد بررسی تفاوت معنی داری با نمونه شاهد نشان داد 

)p>0/05( )شکل 8(. 

نتایج آسیب شناسی اثرات نانوذره اکسیدمس بر بافت کبد و کلیه بچه 
ماهی کپور معمولی

اثرات حاد نانوذره اکسید مس بر بافت کبد بچه ماهی کپور
آنالیز تیمارهای حاد بافت کبد بروز عوارضی چون پرخونی، خونریزی، 
نکروز سلولی، آتروفی سلولی و دژنرسانس چربی را در بیشتر نمونه های 
در معرض بویژه در غلظت mg/l  200 و ساعات 72 و 96 پس از آغاز 
)در مقایسه با شاهد( به شدت نشان داد. همچنین برخی عوارض مانند 
مشاهده  نمونه ها  برخی  در  کمتر  شدت  با  هیپرتروفی  و  شدن  واکوئله 
گردید. جدول 1 نوع و میزان این عوارض را در بازه های زمانی متفاوت 

و غلظت های مختلف نشان می دهند.

اثرات حاد نانوذره اکسید مس بر بافت کلیه بچه ماهی کپور معمولی
آنالیز تیمارهای حاد بافت کلیه، بروز عوارضی چون پرخونی، خونریزی، 
نکروز سلولی، کاهش یا تخریب کپسول بومن، انبساط گلومرولی، رسوبات 
را  کلیوی  مجاری  شدن  بسته  یا  تخریب  و  مجاری  نکروز  هموسیدرین، 
در بیشتر نمونه های در معرض )در مقایسه با شاهد( به شدت نشان داد. 
با  مانند واکوئله شدن مجاری کلیوی و ملانوفاز  همچنین برخی عوارض 
شدت کمتر در برخی نمونه ها مشاهده گردید. آسیب  های بافتی کلیه بعد 
از 96 ساعت قرارگیری ماهی کپور معمولی در معرض غلظت های متفاوت 
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شکل 1- میزان فعالیت آنزیم ALP بافت کبد در غلظت های مختلف از نانوذره ی اکسیدمس در بازه ی زمانی حاد. حروف متفاوت نشان دهنده ی 

.)P>0/05( تفاوت معنادار در هر گروه است

شکل2- میزان فعالیت آنزیم LDH بافت کبد در غلظت های مختلف از نانوذره ی اکسیدمس در بازه ی زمانی حاد. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت 

.)P>0/05( معنادار در هر گروه است

اثرات نانوذره اکسید مس بر بافت و  ...
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شکل3- میزان فعالیت آنزیم GOT بافت کبد در غلظت های مختلف از نانوذره ی اکسیدمس در بازه ی زمانی حاد. حروف متفاوت نشان دهنده ی 

.)P>0/05( تفاوت معنادار در هر گروه است

شکل4- میزان فعالیت آنزیم GPT بافت کبد در غلظت های مختلف از نانوذره ی اکسیدمس در بازه ی زمانی حاد. حروف متفاوت نشان دهنده ی 

.)P>0/05( تفاوت معنادار در هر گروه است
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شکل5- میزان فعالیت آنزیم ALP بافت کلیه در غلظت های مختلف از نانوذره ی اکسیدمس در بازه ی زمانی حاد. حروف متفاوت نشان دهنده ی 

.)P>0/05( تفاوت معنادار در هر گروه است

شکل6- میزان فعالیت آنزیم LDH بافت کلیه در غلظت های مختلف از نانوذره ی اکسیدمس در بازه ی زمانی حاد. حروف متفاوت نشان دهنده ی 

.)P>0/05( تفاوت معنادار در هر گروه است

اثرات نانوذره اکسید مس بر بافت و  ...
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شکل7- میزان فعالیت آنزیم GOT بافت کلیه در غلظت های مختلف از نانوذره ی اکسیدمس در بازه ی زمانی حاد حروف متفاوت نشان دهنده ی 

.)P>0/05( تفاوت معنادار در هر گروه است

شکل8- میزان فعالیت آنزیم GPT بافت کلیه در غلظت های مختلف از نانوذره ی اکسیدمس در بازه ی زمانی حاد. حروف متفاوت نشان دهنده ی 

.)P>0/05( تفاوت معنادار در هر گروه است
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نانوذره اکسید مس در جدول 2 آورده شده است. 

بحث 
این مواد  نانوذرات قرار دارند و  در معرض ورود  محیط های آبی معمولاً 
بسادگی توسط موجودات آبزی از قبیل نرمتنان، سخت پوستان و ماهی ها جذب 
می شوند )5 و 7(. از آن جایی که نانوذرات در حین تولید و در زمان استفاده در 
وسایل گوناگون امکان جدایی و نشت را دارند، لذا همیشه محیط هاي آبی در 
معرض خطرات ناشی از آلودگی این مواد قرار داشته که در دراز مدت منجر 
به افزایش مرگ و میر بین آبزیان مقیم در آن ها خواهد گردید )25(. طبق 
نتایج حاصل از تحقیق پیش رو تلفات بسیار پایین طی دوره آزمایش سمیت 
 )mg/l  2000 حاد در غلظت های مختلف )25، 50، 100، 200، 500، 1000 و
ملاحظه گردید. این امر نشان می دهد که نانوذرات اکسیدمس برای ماهی 
کپور معمولی تا غلظت mg/l 2000 دارای سمیت کشنده حاد نمی باشد. زآو و 
همکارانش در سال 2011 اثر نانوذره ی اکسیدمس را در غلظت های mg/l ده، 
50، 100، 300، 500 و 1000  بر بچه ماهیان کپور معمولی بررسی نمودند که 
آنها نیز در غلظت های مورد بررسی هیچ مرگ و میری را مشاهده نکردند. 
طبق این تحقیق آنها پیشنهاد نمودند که این نانوذره اثر سمیت کشنده کمی 
بر آبزیان دارد، اما با این وجود می تواند وارد بدن آبزیان شود و در اندام ها 
و بافت ها تجمع یابد. از سوی دیگر، به دلیل خاصیت چسبندگی و ته نشینی 
نانوذرات در کف آکواریوم، غلظت واقعی که ماهی طی 96 ساعت در معرض 
آن قرار می گیرد از غلظت در نظر گرفته شده در آزمایش کمتر است. چرا که 
حدود نیمی از غلظت در نظر گرفته شده با گذشت 48 ساعت از آغاز آزمایش 
و با وجود هوادهی در کف آکواریوم رسوب می کند و از دسترس ماهی خارج 
می شود. البته بخشی از این مواد مجدداً با حرکت و شنای ماهی در بستر 
بصورت معلق در می آید. ذکر این نکته ضروری است که میزان pH و سختی 
آب نیز بر میزان سمیت مس موثر است. سختی بالا سبب کاهش سمیت مس 
در هر pH می گردد )25(. بنابراین باتوجه به میزان سختی آب استفاده شده 
در مطالعه حاضر می توان گفت که سختی حدود mg/l 230 می تواند سبب 
کاهش سمیت نانوذره اکسیدمس و در نتیجه کاهش قابل توجه مرگ و میر در 
این مطالعه گردد.  خبازی و همکاران سال 2015  طی بررسی میزان سمیت 
 mg/l 100 حاد )غلظت کشنده(  نانوذره اکسیدمس در غلظت های یک تا
روی ماهی قزل آلای رنگین کمان، هیچ مرگ و میری را در غلظت های مورد 
بررسی ملاحظه نکردند )13(.  در مطالعه دیگری عبدالخالک و همکاران در 
سال 2015 مقدار غلظت کشنده میانی نانوذره اکسید مس را در ماهی تیلاپیا 
 150 mg/l بررسی نمودند، و مقدار آن را (Oreochromis niloticus) گونه ی

گزارش دادند )1(. 
 ،(LDH) دهیدروژناز  لاکتات  آنزیم های  قبیل  از  آنزیم هایی  سنجش 
و   (GOT) آمیناز  ترانس  اگزالواستات  گلوتامات   ،(ALP) فسفاتاز  آلکالین 
آزمایشگاهی  عنوان تست هاي  به   (GPT) آمیناز  ترانس  پیروات  گلوتامات 
جانوران  در  را  ناهنجاري ها  و  اختلالات  که  می شوند  شناخته   استاندارد 

مشخص می کنند )2(.
در این مطالعه فعالیت این آنزیم ها تحت تاثیر نانو ذره اکسید مس در هر دو 
بافت کبد و کلیه در بیشتر موارد دچار افزایش شد. بیشترین میزان فعالیت 
نیز در غلظتهای بیشتر، mg/l 100 و 200 و در بازه های زمانی بالاتر )72 و 96 
ساعت( که زمان مواجهه بطول انجامید، مشاهده شد. هرچه که مدت زمان 
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حاد مواجهه و همچنین غلظت نانوذره افزایش یافت، تغییر در فعالیت این 
آنزیم ها نیز مشهودتر بود. افزایش در فعالیت این آنزیم ها در اندام ماهیانی 
که در معرض نانوذره مذکور قرار گرفته اند ممکن است به علت صدمه به 
آن باشد که منجر به آزادسازی آنزیم های درون سلولی و در نتیجه سبب 

افزایش سطح آنها در بافت می گردد.
سلو های موجود در بافت های بدن موجودات دارای آنزیم های مختلف است 
که در ارتباط با کارکرد خاص سلول مربوط فعالیت می کنند و تمام واکنش های 
بیوشیمیایی داخل سلول ها توسط آنها کاتالیز می شوند. وقتی که سلولی دچار 
آسیب شود، آنزیم ها به مایعات بین بافتی وارد می شوند. تغییر در فعالیت 
قرار  مختلف  آلاینده های  معرض  در  که  شیرین  آب  ماهی های  در  آنزیم 
گرفته اند در مطالعات گوناگون گزارش شده است. بررسی ها نشان داده است 
مقدار افزایش این آنزیم ها با تعداد سلول های آسیب دیده رابطه مستقیمی 
دارد )1(.  به نظر می رسد که یکی از مهم ترین دلایل افزایش سطح فعالیت 

این آنزیم در خون، آسیب های احتمالی وارده به بافت های مختلف از جمله 
کبدو کلیه باشد و کاهش این آنزیم ها نیر به دلیل اختلال در سیستم انتقالی 

غشا باشد )9(. 
 ALP ، LDH، AST در مطالعه ی حاضر، تغییر و افزایش در سطوح آنزیم های
و ALT در بافت های کبد و کلیه ماهیانی که در معرض مسمومیت تجربی 
با نانوذره اکسیدمس بودند در مقایسه با گروه کنترل بررسی و به وضوح 
مشاهده شد. مطالعات نشان داده که در بیماری های حاد کبدی که منجر به 
ایجاد صدمات غشایی یا نکروز سلولی می شوند، فعالیت آلانین آمینوترانسفراز 
در سرم خون بطور قابل توجهی افزایش می یابد )6(. در مطالعه ای که توسط 
احمدی و همکاران در سال 2016 صورت گرفت،  غلظت های 50، 100 و 
mg/l 200 از نانوذره اکسید مس طی مدت 24، 48، 72 و 96 ساعت باعث 
افزایش فعالیت آنزیم های AST ،ALP ،LDH و ALTدر پلاسمای خون ماهی 
کپور معمولی گردید )3(. همچنین در تحقیق دیگری نانوذره اکسید مس در 

.)H&E( شکل9- تغییرات هیستوپاتولوژیکی کبد ماهی کپور معمولی در مواجهه با نانوذره اکسیدمس  پس از 24 ساعت

الف- بافت کبد سالم در نمونه شاهد. هپاتوسیتها )پیکان سفید(. ب- مقاطع بافت کبد پس از 24 ساعت و غلظت 50 mg/l )X400( ؛ خونریزی )پیکان سفید(، پرخونی )پیکان سیاه( 

و نکروز خفیف )دایره سفید( و آتروفی هپاتوسیتها )دایره سیاه(. ج- مقاطع بافت کبد در تیمار ساعت 24 و غلظت 100 mg/l )X1000(؛ مشاهده خونريزي )پیکان سفید(، نكروز 

سلولي )پیکان سیاه(، واکوئله شدن )دایره سفید( و دژنرسانس چربی )دایره سیاه(. د- مقاطع بافت کبد در تیمار ساعت 24 و غلظت 200 mg/l )X400( ؛ مشاهده خونريزي )پیکان 

.50 µm :سفید(، نكروز سلولي )پیکان سیاه(. خط مقیاس
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غلظت های )هفت و نیم و mg/l 15( و همچنین درشت ذره اکسید مس 
در غلظت های )110/25 و  mg/l  220/5( در مدت زمان دو هفته باعث 
افزایش سطح فعالیت آنزیم های ALT، AST و ALP کبد ماهی تیلاپیا گردید و 
اختلال کاملاً مشخص و معناداری در عملکرد کبد و کلیه تیلاپیای نیل ایجاد کرد 
)1(. در مطالعه ای که توسط حسینی و همکاران در سال 2016  به مدت 14 
روز بر روی ماهی کپور معمولی صورت گرفت، افزایش معنی داری در سطح 
آنزیم AST تحت تاثیر سولفات مس و  آنزیم ALT تحت تاثیر نانوذره مس و 

سولفات مس نسبت به شاهد در پلاسمای خون این ماهی مشاهده شد )9(.
آثار بافتی یکی دیگر از شاخص های ارزیابی سلامت آبزیان است. عوامل زیادی 
می توانند در ماهیان ایجاد ضایعه بافتی کنند که با توجه به شرایط بیولوژیکی 
و اکولوژیکی ماهی و محیط اطراف آن، ماهی مستعد ابتلا به انواع آلودگی 
می باشد. در مطالعات میدانی، از ماهی می توان به عنوان ابزار پایش کیفی 
اکوسیستم های آبی، استفاده کرد. مطالعات آسیب شناسی بافتی برای کشف 
روابط علت و معلولی بین مواجهه آلاینده های مختلف و پاسخ های بیولوژیکی 

ماهی، انجام شده است. همچنین استفاده از این تحقیقات به عنوان ابزاری 
حساس جهت شناسایی اثرات مستقیم ترکیبات شیمیایی روی اندام های هدف، 

در تجارب آزمایشگاهی، بارها به اثبات رسیده است )18(.
کبد اندام اصلی برای فرایند سم زدایی و تغییر فرم زیستی است. همچنین 
باتوجه به وظیفه، موقعیت و منبع خون بودن آن، یکی از آسیب پذیرترین 
اندام ها در برابر آلاینده های آبی محسوب می شود. بنابراین کبد ماهی می تواند 
به عنوان یک اندام هدف آلاینده ها مطرح باشد. تغییرات ساختمانی کبد در 
ارزیابی سلامتی ماهی قابل توجه است و اثرات آلاینده های مختلف زیست 

محیطی را نشان می دهد )2(.
نکروز و  آلاینده ها، توسط  با  در تحقیق حاضر؛ ضایعات کبدی در مواجهه 
انحطاط کبدی، هیپرتروفی هپاتوسیت ها، دژنرسانس چربی، همولیز و رسوب 
هموسیدرین، خون ریزی و پرخونی، آتروفی هپاتوسیت ها، پیکنوزه شدن سلول های 
کبدی و واکوئله شدن هپاتوسیت ها مشخص گردید. در مطالعه ای که اثر نانوذره 
مس به مدت 14 روز بر روی ماهی کپور معمولی (Cyprinus carpio) انجام 

)H&E( شکل10- تغییرات هیستوپاتولوژیکی کبد ماهی کپور معمولی در مواجهه با نانوذره اکسیدمس پس از 96 ساعت

الف- مقاطع بافت کبد پس از 96 ساعت و غلظت X200( 50 mg/l(؛ مشاهده نکروز )پیکان سفید( و آتروفی )مستطیل سیاه(. ب- مقاطع بافت کبد در تیمار ساعت 96 و غلظت 

X400( 100 mg/l(؛ مشاهده خونریزی شدید )پیکان سفید(. ج و د- مقاطع بافت کبد در تیمار ساعت 96 و غلظت mg/l 200 )به ترتیب X200و  X600(؛ پرخونی )پیکان سفید(، 

.50 µm :خونریزی )پیکان سیاه(، دژنرسانس چربی و نکروز با بیشترین شدت در این تیمار قابل رویت است. خط مقیاس

اثرات نانوذره اکسید مس بر بافت و  ...



شماره 124، نشريه د امپزشكی، پاییز 1398

93

ف
ختل

 م
ی

ها
ت  

ظ
غل

و 
ت 

او
تف

 م
ی

مان
 ز

ی
ها

ه  
از

ر ب
 د

ی
ول

عم
 م

ور
کپ

ی 
اه

 م
یه

کل
ر 

 د
ده

 ش
ده

اه
ش

 م
ی

فت
 با

ض
ار

عو
ت 

شد
و 

ع 
نو

 -2
ول

جد
 

ضه
ار

 ع
ده

اه
ش

 م
دم

:ع
 -

ضه
ار

 ع
کم

ه 
هد

شا
:م

 *

ضه
ار

 ع
اد

زی
ه 

هد
شا

 م
:*

*

ضه
ار

 ع
اد

زی
ی 

خیل
ه 

هد
شا

 م
:*

**

ها
مار

تی
ض

وار
ع

co
nt

ro
l

  5
0 p

pm
 

24
h

pp
m

 10
0

24
h

pp
m

 2
00

24
h

pp
m

 5
0

48
h

pp
m

 10
0

48
h

pp
m

 2
00

48
h

pp
m

 5
0

72
h

pp
m

 10
0

72
h

pp
m

 2
00

72
h

pp
m

 5
0

96
h

pp
m

 10
0

96
h

pp
m

 2
00

96
h

نی
خو

پر
-

**
**

**
*

**
**

**
*

**
**

**
*

**
**

*
**

*

زی
نري

خو
-

**
*

**
*

**
*

**
*

**
**

**
*

**
*

**
*

**
*

من
 بو

ول
پس

ب ک
خري

يا ت
ش 

کاه
-

**
-

**
*

**
-

**
*

**
**

**
*

**
**

**
*

لی
مرو

گلو
ط 

سا
انب

-
-

-
**

*
-

-
**

*
-

-
**

*
-

*
**

*

لی
سلو

وز 
کر

ن
-

**
**

**
*

**
**

**
*

**
**

*
**

*
**

**
*

**
*

ين
در

سی
مو

ت ه
وبا

رس
-

-
*

*
-

*
*

*
**

**
*

**
**

ری
جا

ز م
کرو

ن
-

*
*

*
**

**
**

**
**

**
*

**
**

وی
کلی

ی 
جار

ن م
شد

له 
کوئ

وا
-

-
-

*
-

-
**

-
-

**
-

*
**

وی
کلی

ی 
جار

ن م
شد

ته 
بس

 يا 
ب

خري
ت

-
*

*
**

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

**
*

فاژ
لانو

م
-

*
*

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*
**

*



94

شد، بافت کبد دچار آسیب های مشابهی از قبیل نکروز، پرخونی و واکوئله 
شدن هپاتوسیت ها، پیکنوزه شدن هسته سلول های کبدی و افزایش مرکز 
ملانوماکروفاژ شد )9(. همچنبن عبدالخالک و همکاران در سال 2016 نشان 
 LC50-96h دادند بافت کبد ماهی تیلاپیا در معرض یک دهم و یک بیستم از
از نانوذره و درشت ذره اکسید مس دچار عوارضی مانند نکروز، همولیز، 

خون ریزی و دژنراسیون هپاتوسیت ها گردید )2(. 
تاثیر  تحت  که  است  اندام هایی  نخستین  از  یکی  استخوانی  ماهیان  کلیه 
آلاینده های موجود در محیط آب هستند و آسیب های وارد شده به بافت 
کلیه شاخص مناسبی برای آلودگی محیطی است )2(.  شکل خارجی کلیه، در 
گونه های مختلف ماهی ها، متفاوت است. در ماهی های استخوانی حقیقی، 
کلیه شامل رأس و بدنه می باشد. رأس کلیه یا قسمت قدامی آن از بافت لنفاوی 
تشکیل شده است، در حالی که تعدادی زیادی نفرون و بافت لنفوئیدی بینابینی 
در قسمت بدنه کلیه قرار دارند. عملکرد اصلی کلیه در ماهی های استخوانی 

حقیقی آب شیرین، دفع آب اضافی است که توسط آبشش ها به داخل بدن 
وارد شده است. به همین دلیل ادرار در ماهی های آب شیرین فراوان ولی از 

نظر غلظت الکترولیت ها بسیار رقیق می باشد )22(. 
کلیه یک اندام مهم برای حفظ هوموستازی از طریق تبادل یون ها و ترشح 
محصولات متابولیک و آب است و اختلال آن می تواند به فیزیولوژی و در 
نهایت بقاء ماهی آسیب برساند )12(. میزان اثرات تخریبی آلاینده ها بر کلیه 
به میزان حساسیت گونه ماهی بستگی دارد. عمومی ترین عوارضی که در 
بافت کلیه ماهیان در معرض ایجاد می شود شامل تغییرات سلول های لوله های 
ادراری و تغییرات در کپسول بومن مثل اتساع مویرگ ها در گلومرول ها و 
کاهش فضای لومن است. در مطالعه حاضر کلیه بچه ماهی کپور معمولی پس 
از مواجهه مزمن با غلظت های متفاوتی از نانوذره اکسید مس و در بازه زمانی 
چهار روز، تغییرات بافتی از قبیل خونریزی، ظاهر شدن مراکز ملانوماکروفاژی، 
نکروز، در سلول های مجاری و بافت همبند و احتقان در فضای کپسول بومن 

)H&E( شکل11- تغییرات هیستوپاتولوژیکی کلیه ماهی کپور معمولی در مواجهه با نانوذره اکسیدمس پس از 24 ساعت

الف- بافت کلیه سالم در نمونه شاهد. گلومرول )ستاره سفید(، کپسول بومن )پیکان سیاه(، مجاری ادراری )ستاره سیاه(، بافت همبند زمینه )پیکان سفید(.  ب- مقاطع بافت کلیه 

 200  mg/l د- مقاطع بافت کلیه در تیمار ساعت 24 و غلظت .)X400( 100 mg/l ج- مقاطع بافت کلیه در تیمار ساعت 24 و غلظت .)X200( 50 mg/l پس از 24 ساعت و غلظت

)X400( . مشاهده خونريزي )پیکان سفید(، نكروز سلولي )ستاره سیاه(، تخريب گلومرولی )دایره سفید(، كاهش فضاي بومن )دایره سیاه(، تخريب مجاري كليوي )مستطیل سفید(، 

.100 µm :بسته شدن مجاري كليوي و ظهور مراکز ملانوماكروفاژ )مستطیل سیاه( در این تیمارها. خط مقیاس

اثرات نانوذره اکسید مس بر بافت و  ...
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)H&E( شکل12- تغییرات هیستوپاتولوژیکی کلیه ماهی کپور معمولی در مواجهه با نانوذره اکسیدمس پس از 96 ساعت

الف- مقاطع بافت کلیه پس از 96 ساعت و غلظت X200( 50  1-mgl(. ب- مقاطع بافت کلیه در تیمار ساعت 96 و غلظت 100  1-mgl )X400(. ج و د- مقاطع بافت کلیه در 

تیمار ساعت 96 و غلظت X400( 200 1-mgl( . نكروز سلولي)ستاره سیاه(، تخريب مجاري كليوي )ستاره توخالی( و بسته شدن مجاري كليوي )مستطیل سفید(، تخریب گلومرولی 

.100 µm :و كپسول بومن )پیکان سفید(، کاهش فضای بومن )پیکان سیاه( در این تیمارها. خط مقیاس

مشاهده شد. حسینی و همکاران )2016( طی بررسی غلظت های 0/25 و 25 
mg/l از سولفات مس و نانوذره مس بر روی بافت کلیه ماهی کپور معمولی 
تغییرات مشابهی از جمله پرخونی، افزایش مرکز ملانوماکروفاژ، نکروز در 
سلول های لوله های ادراری، ادم کپسول بومن و دژنراسیون گلومرولی مشاهده 
نمودند )9(. همچنین در  تحقیق دیگری بافت کلیه ماهی تیلاپیای نیل آثاری 
چون دژنراسیون و تغییر شکل سلول  های لوله های ادراری، ادم، اتساع فضاي 
بومن، هیپرپلاژی گلومرولی در مواجهه با نانوذره اکسید مس نشان داد )2(. 

نتیجه گیری کلی
معرض  در  معمولی  کپور  بچه ماهیان  قرارگیری  علی رغم  مطالعه  این  در 
غلظت های مختلف )تا mg/l 2000( نانوذره ی اکسیدمس، مرگ و میر مشخصی 
در این تیمارها مشاهده نشد. اما نتایج این تحقیق نشان می دهد که علیرغم عدم 

سمیت کشنده نانوذره ی اکسیدمس، این آلاینده می تواند در غلظت های تحت 
کشنده و در مدت زمان کوتاه )96 ساعت( سبب تأثیر بر فعالیت آنزیم های 
متابولیکی بافت کبد و کلیه بچه ماهی کپور معمولی گردد و در ادامه آثار 
هیستوپاتولوژیک مشخص و چشمگیری در این دو بافت برجای بگذارد. همه این 
تغییرات غیرمطلوب که سلامت این موجود آبزی را تحت تاثیر قرار داده می تواند 
نشان دهنده ی لزوم و ضرورت مدیریت صحیح ارگان های مربوط برای جلوگیری 

از ورود آلاینده هایی از این دست به محیط های آبی باشد.
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