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 مقاله پژوهشی

زیست

چکـــیدهاطــــــلاعـــــــات مقــــــــاله:

تاریخ دریافت:                  96/05/18
تاریخ ویرایش:                   96/08/08   
تاریخ پذیرش:                   96/08/13 
تاریخ انتشار:                    96/09/21

مورد  مصرفی  تولیدات  و  پزشکی  تکنولوژی،  در  گسترده ای  بطور  نانوذرات  هدف:  و  زمینه 
آبی  محیط های  روی  بر  تاثیرشان  با  رابطه  در  محدودی  اطلاعات  ولی  می گیرند  قرار  استفاده 
وجود دارد. هدف از مطالعه حاضر بررسی پاسخ سیستم دفاعی آنتی اکسیدانی آبشش ماهی کپور 

معمولی در مواجهه با نانوذرات نقره تولید شده با روش احیاء زیستی است. 
به مدت 14 روز در معرض غلظت های 0/11، 1/13 و  معمولی  کپور  ماهیان  بررسی:  روش 
mg/L 5/67 نانوذرات نقره تولید شده با روش احیاء زیستی قرار گرفتند. یک تیمار نیز به عنوان 
شاهد در نظر گرفته شد. بعد از هر بار نمونه برداری، جهت تهیه عصاره بافت ماهی g 1 از بافت 
آبشش وزن شده و با mL 5 بافر فسفات مخلوط گردید. نمونه های هموژن شده جهت سنجش 
فعالیت کاتالاز، سوپراکسید دیسموتاز، گلوتاتیون، ظرفیت آنتی اکسیدانی کل و مالون دی آلدئید 

مورد آنالیز قرار گرفتند. 
یافته ها: فعالیت کاتالاز بافت آبشش در غلظت های 5/67 و mg/L 1/13 نسبت به تیمار شاهد 
کاهش معنی داری داشت )p<0/05(. فعالیت گلوتاتیون و میزان ظرفیت آنتی اکسیدانی کل در 
تیمارهای مختلف با تیمار شاهد از نظر آماری اختلاف معنی داری نداشتند )p>0/05(. فعالیت 
تیمارها  تمام  در  نمونه برداری  مختلف  روزهای  در  دی آلدئید  مالون  و  دیسموتاز  سوپراکسید 
دارای نوسانات افزایشی و کاهشی بوده است، البته فعالیت سوپراکسید دیسموتاز در مواجهه با 

 .)p<0/05( 1/13 نسبت به تیمار شاهد معنی دار بوده است mg/L غلظت های 5/67 و
نتیجه گیری: طبق نتایج می توان گفت که آبشش ماهی به عنوان یکی از اندام های مستعد آسیب 
اکسیداتیو در مواجهه با نانوذرات نقره است، که این امر می تواند بر روی سلامت ماهی کپور 

معمولی و در نتیجه احتمال ابتلاء به بیماری  در این ماهی را افزایش دهد.

اثرات نانوذرات نقره تولید شــده با روش احیاء زیســتی بر پاســخ سیستم دفاعی 
آنتی اکسیدانی بافت آبشش ماهی کپور معمولی

Please cite this article as: Bita S, Mesbah M, Shahryari A, Ghorbanpoor Najafabadi M. Effects of silver nanoparticles synthesized by bioreduction 
method on gill antioxidant defense system response of common carp, Cyprinus carpio. Iranian Journal of Health and Environment. 2017;10(3):339-48.
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مقدمه
نانوذرات با توجه به خواص منحصر بفرد فیزیکي و ش��یمیایي 
که دارن��د می توانن��د در بس��یاری از مطالع��ات بیولوژیکی و 
زیس��ت محیطی مورد استفاده قرار گیرند و از این رو توجه زیاد 
دانش��مندان و محققان را به خود جلب کرده اند، نانوذرات نقره 
ب��ا توجه ب��ه اندازه کوچک و س��طح فعال بالا، در کنار س��ایر 
ویژگی ه��ای فیزیکی، ش��یمیایی مانند آلاینده ه��ای فلزی و بار 
سطحی، ممکن اس��ت اثرات سمی غیر قابل پیش بینی بر آبزیان 
داشته باش��ند. آنها ممکن است باعث صدمه به DNA به طور 
غیرمس��تقیم با افزایش اس��ترس اکس��یداتیو و تاثیر بر وضعیت 
اکسیدان/آنتی اکسیدان یا پاسخ های التهابی شوند )1(. نانوذرات 
نقره وارد ش��ده به محیط های آبی ممکن اس��ت بر روی آبزیان 
و محیط زیس��ت اثرات منفی داش��ته باش��ند، گزارش شده که 
نانوذرات با پروتئین ها و آنزیم های س��لول های پستانداران فعل 
و انفع��ال نش��ان داده و تولید رادی��کال آزاد می کنند. زمانی که 
کاهش مکانیس��م دفاعی آنتی اکس��یدانی و تولی��د رادیکال های 
آزاد اتفاق می افتد، پاس��خ التهابی ایجاد ش��ده می تواند منجر به 
اختلال و تخری��ب میتوکندری ها و در نتیجه مرگ برنامه ریزی 
ش��ده سلول شود. سایر سطوح سلولی که در ارتباط با این نوع 
 ،)GSH( مکانیسم سمیت تغییر می کنند شامل میزان گلوتاتیون
استرس اکس��یداتیو و ژن های التهابی هس��تند. مکانیسم اصلی 
س��میت نانوذرات نقره ناش��ی از آزادس��ازی یون های نقره از 
نانوذرات است که منجر به استرس اکسیداتیو )تاثیر بر وضعیت 
اکسیدان/آنتی اکس��یدان(، آس��یب چربی ه��ا، کربوهیدرات ه��ا، 
پروتئین ها و DNA می ش��ود )2(. در حال حاضر اس��تفاده از 
روش ه��ای زیس��تی در تولید نانوذرات فلزی ک��ه در پروتکل 
س��نتز آنها از ترکیبات ش��یمیایی سمی اس��تفاده نمی شود، در 
بحث نانوتکنولوژی مورد توجه قرار گرفته است. در این روش 
میکروارگانیس��م مورد نظر با استفاده از احیای زیستی یون های 
نقره س��بب تولید نانوذرات نقره خواهد شد )3(. مشخص شده 
ک��ه بیومولکول هایی مانند پروتئین ها، فنول ه��ا، فلاونوئیدها و 
برخی از ترکیبات فیتوش��یمیایی موجود در جلبک سارگاس��وم 
ق��ادر به احیاء زیس��تی یون های فلزی به فرم نانو اس��ت )4(. 

آبش��ش به عنوان یکی از بافت های اصلی برای تماس با سموم 
خارجی در محیط های آبی اس��ت )5(. نان��وذرات می توانند با 
پروتئین ها و آنزیم های سلول های موجودات زنده فعل و انفعال 
داشته و با ممانعت از مکانیسم های دفاعی آنتی اکسیدانی سبب 
تولید اکس��یژن واکنش گونه ای، ش��روع پاسخ التهابی و اختلال 
و تخری��ب میتوکندری و در نتیجه س��بب آپوپتوزیس و نکروز 
ش��وند )6(. اث��رات نانوذرات فلزی تولید ش��ده با روش احیاء 
شیمیایی بر پاسخ سیس��تم دفاعی آنتی اکسیدانی ماهیان توسط 
محققین مختلف گزارش ش��ده است )5، 7-13( که طبق نتایج 
این محققین نانوذرات فلزی تولید شده با روش احیاء شیمیایی 
حتی در غلظت های بس��یار پایین اثرات بس��یار مضری بر روی 
اندام های مختلف ماهی به ویژه کبد و آبش��ش دارند، بیشتر این 
مطالعات در رابطه با نانوذرات نقره، سمیت آنرا از طریق مسیر 
اس��ترس اکس��یداتیو و تولید رادیکال های آزاد نسبت داده اند، 
بنابراین شناخت اثرات نانوذرات نقره تولید شده با روش احیاء 
زیستی بر ش��اخص های استرس اکس��یداتیو ماهی کپور نیز از 
ای��ن جهت دارای اهمیت اس��ت. با توجه ب��ه این که نانوذرات 
مورد اس��تفاده در این مطالعه با روش احیاء زیستی تولید شده 
اس��ت انتظار می رود که در مقایس��ه با نانوذرات تولید ش��ده با 
روش ش��یمیایی اثرات مضر کمتری بر روی محیط زیس��ت و 
سلامت ماهی داشته باش��د، بنابراین هدف از این بررسی تاثیر 
نانوذره نقره تولید شده با استفاده از جلبک سارگاسوم بر روی 
برخی شاخص های استرس اکسیداتیو بافت آبشش ماهی کپور 
و شناسایی غلظت مناسب این ماده جهت استفاده از آن به عنوان 
یک ترکیب طبیعی در مقایس��ه با مواد شیمیایی در مراکز تکثیر 
و پ��رورش ماهی کپور معمولی به عنوان یک ماده باکتری کش و 

ضدعفونی کننده سطح است.

مواد و روش ها
برای انجام این تحقیق تعداد 300 قطعه بچه ماهی کپور معمولی 
ب��ا میانگین وزن��ی g 16/45± 78/99 به طور کاملا تصادفی در 
آکواریوم ه��ای L 100 با تراکم 25 قطعه ماهی در هر آکواریوم 
ذخیره سازی شدند. همه آکواریوم ها به طور مداوم هوادهی شده 
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و آب آکواریوم ها هر 2 روز یک بار به میزان 20 درصد تعویض 
شدند. براي س��نتز نانوذرات نقره از عصاره جلبک سارگاسوم 
به عن��وان عامل احی��اء کنن��ده و محلول نیترات  نقره اس��تفاده 
 ش��د. به منظور احیاء یون ه��اي +mL ،Ag 10 عصاره جلبک 
سارگاسوم به mL 90 محلول نیترات  نقره mM 1 اضافه شد. 
به منظور انتخاب غلظت   نان��وذرات نقره در تیمارهای مختلف 
پس از انجام آزمایشات مقدماتی و تعیین LC50 )متوسط غلظت 
کشندگی(، مشخص شد که میزان LC50 96 ساعته این نانوذره 
در ماه��ی کپور معمولی mg/L 11/34 اس��ت، بنابراین ماهیان 
 1 LC50 در 3 غلظت مختلف نانوذرات نقره س��نتز شده، شامل
درص��د )0/11 mg/L(،  LC50 10درص��د )1/13mg/L( و 
LC50 50 درصد )mg/L 5/67(، مواجهه ش��دند. آزمایشات 

ش��امل 4 تیمار آزمایش��ی و هر کدام از تیمارها در 3 تکرار بود 
که این تیمارها ش��امل تیمار فاقد نانوذرات نقره به عنوان تیمار 
شاهد و تیمارهای مواجهه با غلظت های mg/L 0/11، 1/13 و 
5/67 نانوذرات نقره تولید شده با روش احیاء زیستی از جلبک 
سارگاسوم بود )4(. مدت زمان مواجهه با نانو ذرات مذکور 14 
روز ب��ود. نمونه برداری از ماهی��ان در بازه زمانی 1، 3، 7 و 14 
روز پ��س از آغاز آزمایش بود. در هر ب��ار نمونه برداری تعداد 
9 قطع��ه ماهی از هر تیم��ار از آکواریوم ها به ط��ور تصادفی با 
ساچوک صید شده و پس از بیهوشی ماهیان در محلول پودر گل 
میخک )ppm 300(، بافت آبشش خارج گردیده و نمونه های 
جداسازی شده در دمای 800C- تا زمان آنالیز نگهداری شدند. 
 5 mL 1 از بافت آبش��ش وزن شد و با g ،برای آنالیز نمونه ها
بافرفسفات س��رد mM 10  با pH=7/4 با دستگاه هموژنایزر 
ب��ا دور rpm 14000 به مدت min 2 کاملا یکنواخت گردید. 
در مرحله بعد بافت یکنواخت ش��ده با سرعت rpm 13000 به 
مدت min 15 س��انتریفیوژ ش��د و مایع رویی به عنوان عصاره 
بافتی جهت س��نجش فاکتورهای سیستم دفاعی آنتی اکسیدانی 
)کاتالاز، سوپراکسید دیس��موتاز )SOD(، گلوتاتیون، ظرفیت 
آنتی اکس��یدانی کل و مالون دی آلدئید )MDA((، مورد استفاده 
ق��رار گرفت. س��نجش فعالیت کاتالاز بر اس��اس کاهش جذب 
نوری آب اکس��یژنه )14(، گلوتاتیون با استفاده از معرف المن 

که با گروه های س��ولفیدیل احیاء واکنش داده و تولید کمپلکس 
رنگی می کند )15(، ظرفیت آنتی اکس��یدانی کل با اس��تفاده از 
 Benzie و بر اساس روش )TPTZ( تری پیریدیل تری آذین
و هم��کاران در س��ال 1996 )16( و تعیی��ن می��زان فعالی��ت 
سوپراکسید دیس��موتاز و مالون دی آلدئید به ترتیب با استفاده 
از کیت ه��ای تجاری ش��رکت راندوکس )انگلس��تان( و آنزان 
شیمی )ایران( صورت گرفت. برای پردازش آماری از نرم افزار 
SPSS, 21 استفاده شد )داده ها به صورت میانگین ±  انحراف 
معیار ارائه ش��ده اند(. برای مقایس��ه میانگین ها از آزمون آماری 
آنالی��ز واریانس دو طرفه )Two-way ANOVA( و تس��ت 
توکی )Tukey( در سطح معنی داری 0/05 درصد استفاده شد.

یافته ها
طبق آزمون آم��اری واریانس دو طرفه، میانگین فعالیت کاتالاز 
بافت آبش��ش در غلظت ه��ای mg/L 1/13 و 5/67 نانوذرات 
 .)p<0/05( نقره نسبت به تیمار شاهد کاهش معنی داری داشت
در غلظت mg/L 0/11 فعالیت کاتالاز در بافت آبشش نسبت 
به تیمار ش��اهد اختلاف معنی داری نش��ان نداد )p>0/05(، اما 
در مقایسه با تمام تیمارها از روند کاهشی یکنواختی برخوردار 
ب��ود به طوری که می��زان آن از 37/40 در روز اول نمونه برداری 
به U/g tissue 29/02 در روز چهاردهم رس��ید )جدول 1(. 
کمتری��ن میزان فعالیت کاتالاز بافت آبش��ش در روز چهاردهم 
نمونه ب��رداری مش��اهده ش��د )1/57±4/41(. در تیمار ش��اهد 
بالاترین س��طح فعالی��ت کاتالاز مربوط ب��ه روز هفتم به میزان 
4/50±40/68 و پایین ترین مرب��وط به روز چهاردهم به میزان 
6/30±29/02 ب��ود ک��ه از نظر آماری اخت��لاف معنی داری در 

.)p>0/05( روزهای مختلف مشاهد نشد
س��طوح فعالی��ت گلوتاتی��ون در تم��ام تیماره��ای مواجهه با 
نانوذرات نقره با تیمار ش��اهد اختلاف معنی داری نش��ان نداد 
)p>0/05(. کمترین و بیش��ترین س��طح فعالی��ت گلوتاتیون به 
ترتی��ب در مواجهه با غلظت ه��ای mg/L 1/13 و 5/67 و در 
روز 14 نمونه برداری بوده اس��ت )جدول 2(. در تیمار ش��اهد 
کمترین سطح فعالیت گلوتاتیون در روز هفتم )0/89±5/95( و 
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بیش��ترین در روز سوم )2/73±9/15( مشاهده شد که اختلاف 
.)p>0/05( معنی داری در بین روزهای مختلف وجود نداشت

میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در مواجهه با غلظت 
mg/L 1/13 نانوذرات نقره در مقایس��ه با تیمار شاهد کاهش 
معنی دار )p<0/05( و در غلظت mg/L 5/67 با تیمار ش��اهد 
افزایش معنی دار داشت )p< 0/05(. در غلظت mg/L 1/13 در 
روز هفتم نمونه برداری در مقایسه با بقیه تیمارها کمترین میزان 
فعالیت سوپراکسید دیس��موتاز )0/46±0/78( مشاهده گردید 
)جدول 3(. در تیمار ش��اهد کمترین و بیش��ترین سطح فعالیت 

٧ 
 

  آبشش ماهي كپور معمولي )U/g tissueكاتالاز (اثرات نانوذرات نقره بر سطح فعاليت  - 1جدول 
 غلظت نانوذرات نقره

 برداريروزهاي نمونه
mg/L 67/5 mg/L 13/1  mg/L 11/0 (شاهد) 0  mg/L 

b 
67/0 ± 26/15

b 
59/7 ± 83/18

a
40/2 ± 40/37  

a
87/5 ± 40/34 1 

b 
16/4 ± 95/20

b 
39/1 ± 49/10

a
59/1 ± 71/34

a
84/3 ± 98/38 3

b 
32/4 ± 82/17

b 
38/3 ± 99/15

a
71/3 ± 61/32

a
50/4 ± 68/40 7

b 
57/1 ± 41/4

b 
86/5 ± 69/24

a
07/3 ± 02/29

a
30/6 ± 02/29 14

  دار در سطح فعاليت كاتالاز هستند.دهنده عدم تفاوت معني حروف يكسان نشان- 

  

). <05/0pداري نشان نداد (سطوح فعاليت گلوتاتيون در تمام تيمارهاي مواجهه با نانوذرات نقره با تيمار شاهد اختلاف معني

برداري نمونه 14و در روز  67/5و  mg/L 13/1 هايبه ترتيب در مواجهه با غلظتكمترين و بيشترين سطح فعاليت گلوتاتيون 

و بيشترين در روز سوم ) 95/5±89/0(در تيمار شاهد كمترين سطح فعاليت گلوتاتيون در روز هفتم  ).2بوده است (جدول 

  ).<05/0p(داري در بين روزهاي مختلف وجود نداشت مشاهده شد كه اختلاف معني) 73/2±15/9(

   

-  حروف یکسان نشان دهنده عدم تفاوت معنی دار در سطح فعالیت کاتالاز هستند.

جدول 1- اثرات نانوذرات نقره بر سطح فعالیت کاتالاز )U/g tissue( آبشش ماهی کپور معمولی

جدول 2- اثرات نانوذرات نقره بر سطح فعالیت گلوتاتیون )µmol/g tissue( آبشش ماهی کپور معمولی

٨ 
 

  ماهي كپور معمولي ) آبششmol/g tissueµگلوتاتيون (اثرات نانوذرات نقره بر سطح فعاليت  - 2جدول 

 غلظت نانوذرات نقره
نمونه برداريروزهاي   

 mg/L 67/5  mg/L 13/1   mg/L 11/0 (شاهد) 0  mg/L 
a

51/1 ± 05/6
a

57/2 ± 87/7
a

09/2 ± 41/7
a

58/1 ± 80/6 1 

a
83/1 ± 67/4

a
78/1 ± 54/6

a
14/3 ± 19/7

a
73/2 ± 15/9 3

a
19/3 ± 37/6

a
69/1 ± 19/5

a
89/1 ± 01/7

a
89/0 ± 95/5 7

a
28/5 ± 90/14

a
82/0 ± 75/2

a
52/2 ± 72/6

a
15/1 ± 24/7 14

  در سطح فعاليت گلوتاتيون هستند. داردهنده عدم تفاوت معنيحروف يكسان نشان- 

  

نانوذرات نقره در مقايسه با تيمار شاهد كاهش  mg/L 13/1 فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز در مواجهه با غلظتميزان 

در  mg/L 13/1 ). در غلظت>p 05/0دار داشت (با تيمار شاهد افزايش معني mg/L 67/5 غلظت ) و در>05/0pدار (معني

) مشاهده گرديد 78/0±46/0كمترين ميزان فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز (برداري در مقايسه با بقيه تيمارها روز هفتم نمونه

ترتيب مربوط به روز سوم و هفتم نمونهدر تيمار شاهد كمترين و بيشترين سطح فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز به ).3(جدول 

  ).3برداري بود (جدول 

  

  

  

  

  ماهي كپور معمولي ) آبششU/g tissueديسموتاز (اثرات نانوذرات نقره بر سطح فعاليت سوپر اكسيد  - 3جدول 

- حروف یکسان نشان دهنده عدم تفاوت معنی دار در سطح فعالیت گلوتاتیون هستند.

سوپراکس��ید دیس��موتاز به ترتیب مربوط به روز س��وم و هفتم 
نمونه برداری بود )جدول 3(.

طب��ق آزم��ون آماری واریان��س دو طرفه و آزم��ون توکی، بین 
میانگین میزان ظرفیت آنتی اکس��یدانی کل در تیمارهای مختلف 
با تیمار ش��اهد از نظر آماری اختلاف معنی داری مشاهده نشد 
)p>0/05(، ام��ا در مواجهه با غلظ��ت mg/L 5/67 نانوذرات 
نقره با گذشت زمان روند کاهشی یکنواختی نشان داد )جدول 
4(. طبق جدول 4، در تیمار ش��اهد ظرفیت آنتی اکسیدانی کل 
هر چند ک��ه تغییرات نامنظمی داش��ت و کمترین میزان آن در 
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روز س��وم به میزان 1/12±3/99 مشاهده شد، اما از نظر آماری 
اختلاف معنی داری بین روزهای مختلف مشاهده نشد.

س��طح فعالی��ت مال��ون دی آلدئید باف��ت آبش��ش در غلظت 
mg/L 1/13 نان��وذرات نقره علیرغم این که با گذش��ت زمان 
کاهش یافت، اما نس��بت به تیمار ش��اهد و بقیه تیمارها از نظر 
آم��اری افزایش معن��ی داری داش��ت )p<0/05(. بیش��ترین و 
کمتری��ن میزان فعالی��ت  مالون دی آلدئی��د به ترتیب مربوط به 

جدول 3- اثرات نانوذرات نقره بر سطح فعالیت سوپر اکسید دیسموتاز )U/g tissue( آبشش ماهی کپور معمولی

- حروف یکسان نشان دهنده عدم تفاوت معنی دار در سطح فعالیت سوپراکسید دیسموتاز هستند.

٩ 
 

 غلظت نانوذرات نقره
نمونه برداريوزهاي ر  

 mg/L 67/5  mg/L 13/1  mg/L 11/0 (شاهد) 0  mg/L 

c 
21/0 ± 45/3

b 
28/0 ± 26/1

a
28/0 ± 87/1

a
20/0 ± 88/1 1 

c 
28/0± 33/3

b 
46/0 ± 14/1

a
64/0 ± 63/1

a
31/0 ± 65/1 3

c 
42/0 ± 33/3

b 
46/0 ± 78/0

a
32/0 ± 75/1

a
33/0 ± 89/1 7

c 
18/0 ± 39/3

b 
48/0 ± 84/0

a
38/0 ± 81/1

a
32/0 ± 79/1 14

  در سطح فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز هستند. داردهنده عدم تفاوت معني حروف يكسان نشان- 

  

اكسيداني كل در تيمارهاي مختلف با تيمار آزمون آماري واريانس دو طرفه و آزمون توكي، بين ميانگين ميزان ظرفيت آنتيطبق 

نانوذرات نقره با گذشت  mg/L 67/5 )، اما در مواجهه با غلظت<05/0pداري مشاهده نشد (شاهد از نظر آماري اختلاف معني

، در تيمار شاهد ظرفيت آنتي اكسيداني كل هر چند كه 4طبق جدول  ).4دول زمان روند كاهشي يكنواختي نشان داد (ج

مشاهده شد، اما از نظر آماري اختلاف معني 99/3±12/1به ميزان  تغييرات نامنظمي داشت و كمترين ميزان آن در روز سوم

  داري بين روزهاي مختلف مشاهده نشد.

  

   

 0/11 mg/L 1/13 )13/47±69/61( و تیم��ار mg/L تیم��ار
نان��وذرات نقره )5/51±20/28( اس��ت )ج��دول 5(. در تیمار 
شاهد بیشترین و کمترین میزان فعالیت مالون دی آلدئید به ترتیب 
مربوط به روز اول )5/67±34/50( و چهاردهم )26/67±2/34( 
بود اما اختلاف معنی داری بین روزهای مختلف در تیمار شاهد 

.)p>0/05( وجود نداشت

جدول 4- اثرات نانوذرات نقره بر سطح فعالیت آنتی اکسیدانی کل )µmol/g tissue( آبشش ماهی کپور معمولی

- حروف یکسان نشان دهنده عدم تفاوت معنی دار در ظرفیت آنتی اکسیدانی کل هستند.

١٠ 
 

  ماهي كپور معمولي ) آبششmol/g tissueµاكسيداني كل (آنتيسطح فعاليت  اثرات نانوذرات نقره بر - 4جدول 

 غلظت نانوذرات نقره
نمونه برداريوزهاي ر  

mg/L 67/5  mg/L 13/1  mg/L 11/0 (شاهد) 0  mg/L 

a
89/1 ± 66/3

a
98/0 ± 83/4

a
12/1 ± 99/2

a
33/0 ± 27/2 1 

a
23/1 ± 30/3

a
44/0 ± 10/3

a
44/0 ± 60/2

a
12/1 ± 99/3 3

a
24/0 ± 26/3

a
45/0 ± 84/2

a
56/0 ± 69/2

a
47/0 ± 67/2 7

a
64/0 ± 60/4

a
51/0 ± 23/2

a
26/1 ± 10/3

a
42/0 ± 53/2 14

  اكسيداني كل هستند.در ظرفيت آنتي داردهنده عدم تفاوت معنيحروف يكسان نشان- 

  

كه با گذشت زمان كاهش يافت، نانوذرات نقره عليرغم اين mg/L 13/1 آلدئيد بافت آبشش در غلظتسطح فعاليت مالون دي

 ). بيشترين و كمترين ميزان فعاليت >05/0pداري داشت (اما نسبت به تيمار شاهد و بقيه تيمارها از نظر آماري افزايش معني

) 28/20±51/5نوذرات نقره (نا mg/L 11/0 تيمار) و mg/L 13/1 )47/13±61/69 ترتيب مربوط به تيماربهآلدئيد مالون دي

 )50/34±67/5( ترتيب مربوط به روز اولآلدئيد بهدر تيمار شاهد بيشترين و كمترين ميزان فعاليت مالون دي ).5(جدول  است

  ).<05/0pداري بين روزهاي مختلف در تيمار شاهد وجود نداشت (بود اما اختلاف معني) 67/26±34/2(و چهاردهم 
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بحث 
آبش��ش ماهی یکی اندام   های اصلی و اولین اندام براي مواجهه 
با مواد ش��یمیایي و س��موم اس��ت. فعال ش��دن سیستم دفاعی 
آنتی اکسیدان آبزیان و سایر موجودات زنده یکی از واکنش های 
مهم در پاس��خ به س��میت ایجاد شده با اس��تفاده از نانوذرات 
نقره  اس��ت )17(. کاتالاز و سوپراکسید دیسموتاز از آنزیم هاي 
کلیدي سیس��تم دفاعی آنتی اکس��یدان هس��تند و گلوتاتیون به 
عن��وان فراوانترین آنتي اکس��یدان غیرآنزیمي داخل س��لول، در 
پاک سازي رادیکال هاي آزاد نقش مهمی دارد )18، 19(. سطح 
فعالیت کاتالاز در مواجهه با غلظت های mg/L 1/13 و 5/67 
نانوذرات نقره در مقایسه با تیمار شاهد کاهش معنی داری نشان 
داد )p<0/05(، که با افزایش غلظت نانوذرات نقره این کاهش 
بیشتر بوده است به طوری که در غلظت mg/L 5/67 نانوذرات 
نق��ره در روز چهارده��م نمونه برداری به کمتری��ن میزان خود 
رس��ید، که این نش��ان می دهد تاثیر نانوذرات نقره سنتزشده از 
جلبک سارگاس��وم بر فعالیت کاتالاز بافت آبش��ش به صورت 
وابس��ته به دوز اس��ت. تمایل به کاهش بیشتر در میزان کاتالاز 
آبشش نشان دهنده این است که یا سیستم دفاعی آنتی اکسیدانی 
آبش��ش متحمل استرس بیش��تری شده اس��ت و آنزیم  کاتالاز 
توانایی مقابله با رادیکال های آزاد تولیدش��ده از نانوذرات نقره 

ن��دارد و یا اینکه کاه��ش نیاز به آنزیم ف��وق جهت دفاع آنتي 
اکس��یداني و فعال ش��دن سایر مس��یرهاي آنتي اکسیداني است 
)20(. هرچند که فعالیت کاتالاز پاس��خ متفاوتی را در مطالعات 
مختلف در مواجهه با آلاینده ها نش��ان داده است به طوری که در 
برخی مطالعات کاهش و برخی دیگر فعالیت افزایشی نشان داده 
است که فعالیت افزایشی آن نشان دهنده پاسخ آنتی اکسیدانی آن 
در مقابله با آس��یب استرس اکسیداتیو است )21(. در مطالعه ای 
در س��ال 2011 توس��ط Xiong و همکاران تغییرات فعالیت 
کاتالاز بافت آبش��ش در بیشتر تیمارها محسوس نبوده هرچند 
که در غلظت mg/L 5 نانواکس��ید روی س��بب افزایش اندک 
در فعالی��ت کاتالاز گردید )22(. س��طح فعالیت سوپراکس��ید 
دیس��موتاز در مواجهه با غلظ��ت mg/L 1/13 نانوذرات نقره 
نس��بت به گروه شاهد کاهش معنی دار )p<0/05( و در غلظت 
mg/L 5/67 نانوذرات نقره در مقایس��ه با گروه شاهد افزایش 
معنی دار نش��ان داد )p<0/05(. فعالیت این آنزیم حتی در بین 
غلظت های مختلف نانوذرات نقره با یکدیگر نیز از نظر آماری 
معنی دار بود )p<0/05(. کاهش فعالیت سوپراکسید دیسموتاز 
ناش��ی از تشکیل رادیکال های فعال اکس��یژن است اما افزایش 
در فعالیت آنزیم های آنتی اکس��یدان در مواجهه با یک آلاینده، 
بیانگر تطابق س��لول یا بافت با استرس ایجاد شده است )23(. 

جدول 5- اثرات نانوذرات نقره بر سطح فعالیت مالون دی آلدئید )nmol/g tissue( آبشش ماهی کپور معمولی

- حروف یکسان نشان دهنده عدم تفاوت معنی دار در میزان فعالیت مالون دی آلدئید هستند.

١١ 
 

  ماهي كپور معمولي ) آبششnmol/g tissueآلدئيد (ديسطح فعاليت مالون  نانوذرات نقره براثرات  - 5جدول 

روزهاي نمونه غلظت نانوذرات نقره
mg/L 67/5 برداري mg/L 13/1 mg/L 11/0 (شاهد) 0  mg/L 

a
39/2± 37/38

b 
49/9 ± 02/57

a
64/8 ± 29/34

a
67/5 ± 50/34 1 

a
89/4± 10/35

b 
47/13 ± 61/69

a
41/4 ± 41/32

a
08/5 ± 71/32 3

a
92/3 ± 67/40

b 
22/14 ± 65/41

a
66/4 ± 71/39

a
59/2 ± 20/29 7

a
36/4 ± 74/35

b 
18/11 ± 06/38

a
51/5 ± 28/20

a
34/2 ± 67/26 14

  آلدئيد هستند.در ميزان فعاليت مالون ديدار دهنده عدم تفاوت معني نشان حروف يكسان- 

  بحث 

فعال شدن سيستم دفاعي آنتياست. سمومومواد شيمياييمواجهه با  برايهاي اصلي و اولين اندام مانداآبشش ماهي يكي

 هاي مهم در پاسخ به سميت ايجاد شده با استفاده از نانوذرات نقره اكسيدان آبزيان و ساير موجودات زنده يكي از واكنش

عنوانبه گلوتاتيونوهستنداكسيدانيآنتدفاعي سيستمكليديهاياز آنزيمو سوپراكسيد ديسموتاز كاتالاز . )17( است

سطح فعاليت . )19, 18( نقش مهمي داردآزادهايراديكالسازيپاكدرسلول،داخلغيرآنزيمياكسيدانآنتيفراوانترين

داري نشان داد كاهش معنيدر مقايسه با تيمار شاهد  نانوذرات نقره 67/5و  mg/L 13/1 هايمواجهه با غلظتكاتالاز در 

)05/0p<غلظتكه در طوريبا افزايش غلظت نانوذرات نقره اين كاهش بيشتر بوده است به )، كه mg/L 67/5 نانوذرات نقره 

تاثير نانوذرات نقره سنتزشده از جلبك  دهدبرداري به كمترين ميزان خود رسيد، كه اين نشان ميدر روز چهاردهم نمونه

تمايل به كاهش بيشتر در ميزان كاتالاز آبشش نشان. است زودبه صورت وابسته سارگاسوم بر فعاليت كاتالاز بافت آبشش به

ه با كاتالاز توانايي مقابل اكسيداني آبشش متحمل استرس بيشتري شده است و آنزيمدهنده اين است كه يا سيستم دفاعي آنتي

شدنفعالواكسيدانيآنتيجهت دفاعفوقآنزيمبهنيازكاهشو يا اينكه  هاي آزاد توليدشده از نانوذرات نقره نداردراديكال

هرچند كه فعاليت كاتالاز پاسخ متفاوتي را در مطالعات مختلف در مواجهه با آلاينده .)20( است اكسيدانيآنتيمسيرهايساير

داده است كه فعاليت افزايشي آن كه در برخي مطالعات كاهش و برخي ديگر فعاليت افزايشي نشان  طوريها نشان داده است به

 Xiongتوسط  2011اي در سال در مطالعه .)21( استاكسيداني آن در مقابله با آسيب استرس اكسيداتيو دهنده پاسخ آنتي نشان

نانواكسيد  mg/L 5 بافت آبشش در بيشتر تيمارها محسوس نبوده هرچند كه در غلظتو همكاران تغييرات فعاليت كاتالاز 
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مواجه��ه ماهی زب��را )Zebra( ب��ا دوز mg/L 50 نانوذرات 
دی اکس��ید تیتانیوم تغییرات معنی داری در فعالیت سوپراکسید 
دیس��موتاز بافت آبش��ش ایجاد نکرد. همچنین در سال 2008، 
Zhu و همکاران گزارش کردند که فعالیت SOD در آبش��ش 
 )Carassius auratus( و مغ��ز ماه��ی ح��وض طلای��ی
 C60 0/04 و 1 نانوذرات mg/L در مواجه��ه ب��ا غلظت ه��ای
اختلاف معنی داری با گروه ش��اهد نداش��ت )24(، که با نتایج 
تحقیق حاضر مطابقت ندارد، که به دلیل تفاوت در گونه ماهی، 
ن��وع نانوذرات و روش س��نتز نانوذره اس��ت. در مطالعه ای در 
س��ال 2012 توس��ط Lee و همکاران انجام شد، هیچ اختلاف 
معنی داری در س��طوح سوپراکسید دیس��موتاز در غلظت های 
مختلف نانوذرات نقره مش��اهده نش��د )5(، که با نتایج مطالعه 
حاض��ر مطابقت ندارد، این محققین ع��دم اختلاف معنی داری 
در میزان سوپراکس��ید دیسموتاز را ناش��ی از فعال شدن سایر 
مس��یرهای آنتی اکس��یدانی و غلبه ش��دن بر رادیکال های آزاد 
ش��ده ذکر کردند. در مطالعه حاضر س��طوح گلوتاتیون در تمام 
تیمارهای مواجهه با نانوذرات نقره با تیمار شاهد از نظر آماری 
معن��ی دار نبود )p>0/05(، اما در تیمار mg/L 1/13 نانوذرات 
نق��ره، می��زان گلوتاتیون بافت آبش��ش با گذش��ت زمان روند 
 Oberdorster ،2004 کاهشی یکنواختی را نشان داد. در سال
با بررسی تاثیر نانوذرات فلورن بر فاکتورهای استرس اکسیداتیو 
در ماه��ی باس دهان ب��زرگ دریافت که در مق��دار گلوتاتیون 
آبش��ش روند کاهشی قابل مشاهده اس��ت )25(، وی بیان کرد 
که تمایل به کاهش در میزان گلوتاتیون آبشش نشان دهنده این 
است که سیس��تم دفاعی آنتی اکسیدانی آبشش متحمل استرس 
شده است که با مطالعه حاضر مطابقت دارد. در سال 2012 در 
مطالع��ه Shaw و همکاران در ماهی ق��زل آلای رنگین کمان، 
افزایش اندکی در میزان گلوتاتیون آبشش در روز دهم مشاهده 
ش��د )26(. در س��ال 2008 در مطالع��ه Sanders و همکاران 
مواجهه ماهی س��ه خاره با نانوس��ولفید کادمیوم سبب افزایش 
در میزان گلوتاتیون بافت آبش��ش گردید )27(. به نظر مي رسد 
اندازه گیري ظرفیت آنتی اکس��یدانی کل نسبت به شاخص هاي 
انفرادي وضعیت آنتي اکس��یداني مثل آنزیم هاي آنتي اکسیدان،  

بهتر باش��د، زیرا در محیط زنده فعل و انفعالات پیچیده اي بین 
نیروه��اي آنتي اکس��یداني و اکس��یدان ها روي مي دهد و آنچه 
توس��ط این شاخص برآورد مي ش��ود نتیجه خالص این فعل و 
انفعالات است. نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشان دهنده عدم 
اختلاف معنی دار در ظرفیت آنتی اکسیدانی کل بافت آبشش در 
غلظت های مختلف نانوذرات نقره با گروه ش��اهد اس��ت. عدم 
اختلاف معنی داری نش��ان دهنده اثر تطابقي دفاع آنتي اکسیداني 
ب��دن و یا کاه��ش تولی��د رادیکال های آزاد اس��ت. در مطالعه  
انجام شده در سال 2012 توسط Govindasamy و همکار، 
فعالیت کاهش��ی آنزیم های آنتی اکسیدان و مقدار پایین ظرفیت 
آنتی اکس��یدان  تام در آبش��ش و کبد ماهی تیلاپی��ا در مواجهه 
با نانوذرات نقره مش��اهده ش��د، که این کاه��ش به دلیل تجمع 
سنگین رادیکال های آزاد ایجاد شده در اثر نانوذرات نقره است 
)28(. در س��ال 2004 در مطالعه ای توسط Morgan و همکار 
مش��خص ش��د که ظرفیت آنتی اکس��یدانی تام در بافت آبشش 
ماهی قزل آلای رنگین کمان در مواجهه با نانوذرات نقره نسبت 
ب��ه تیمار ش��اهد اختلاف معنی داری داش��ت )29(، که با نتایج 
مطالع��ه حاضر مطابقت ندارد، زیرا ماهی قزل آلا در مقایس��ه با 
کپ��ور معمولی دارای قدرت تحمل کمت��ری در برابر آلاینده ها 
اس��ت. مالون دی آلدئید به عنوان آخرین محصول تجزیه لیپیدها 
است که افزایش سطح آن نشان دهنده اختلال در مکانیسم های 
دفاع��ی آنتی اکس��یدان های آنزیمی و غیرآنزیمی اس��ت )30(. 
 mg/L س��طح فعالیت مالون دی آلدئید بافت آبش��ش در تیمار
1/13 نانوذرات نقره با گروه ش��اهد افزایش معنی داری داشت 
که نش��ان می دهد در مواجهه با این غلظت بافت آبشش دچار 
آسیب اکس��یداتیو شده  است. مشخص شده که، نانوذرات نقره 
می توانند از طریق کاهش مقدار گلوتاتیون و فعالیت سوپراکسید 
دیس��موتاز و افزایش س��طوح مالون دی آلدئید س��بب استرس 
اکس��یداتیو شوند )31(. مشابه نتایج این مطالعه، در سال 2007 
در مطالعه Federici و همکاران نیز در ماهی قزل آلای رنگین 
کمان، آسیب پراکسیداسیون لیپیدی در آبشش مشاهده شد )7(. 
در مطالع��ه ای در س��ال 2011 توس��ط Xiong و همکاران در 
ماه��ی زبرا در مواجه��ه با نانوذرات دی اکس��ید تیتانیوم، میزان 
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مالون دی آلدئید در بافت آبشش نسبت به گروه شاهد اختلاف 
معنی داری نشان داد )22(. همچنین برخلاف نتایج این مطالعه، 
در مواجه��ه ماهی باس دهان بزرگ با نان��وذرات فلورن، میزان 
پراکسیداس��یون لیپیدی در آبشش و کبد افزایش پیدا نکرد، اما 
در بافت مغز افزایش چش��مگیری داشت، که دلیل این امر دفاع 
آنتی اکسیدانی بهتر این اندام ها در مقایسه با مغز ذکر شد )25(. 
با توجه به مطالعه حاضر نیاز هست که اثرات این نانوذرات بر 
سیس��تم ایمنی ماهی و بیان ژن های مرتبط با استرس اکسیداتیو 
و ایمن��ی م��ورد مطالعه قرار گیرد، همچنین مقایس��ه اثرات دو 
نوع نانوذره تولید ش��ده با روش شیمیایی و زیستی نیز بر روی 
محیط زیس��ت و اکوسیس��تم های آبی و دیگ��ر آبزیان در ایران 
مورد بررسی قرار گیرد تا مشخص شود که کدام نوع نانوذرات 

تولید شده اثرات مضر بیشتری دارند.

نتیجه گیری
مقایس��ه نتای��ج مطالع��ه حاضر با نتایج س��ایر محققی��ن که از 

نانوذرات تولید ش��ده با روش احیاء شیمیایی استفاده نموده اند 
بیانگ��ر اثرات مضر کمت��ر نانوذرات نقره تولید ش��ده با روش 
احیاء زیستی بر سلامت ماهی است. هر چند که اثرات مشاهده 
ش��ده نانوذرات نقره بر فعالیت آنزیم های کاتالاز و سوپراکسید 
دیسموتاز، گلوتاتیون و نیز مالون دی آلدئید آبشش ماهی کپور 
معمولی برای درک تا حدودی مش��کل اس��ت، به طوری که هم 
افزای��ش و ه��م کاهش در می��زان آنها با غلظت ه��ای مختلف 
نانوذرات نقره مشاهده گردید. اما مواجهه ماهیان کپور معمولی 
با غلظت mg/L 1/13 س��بب افزایش تولید رادیکال های آزاد 
و کاهش فعالیت سیس��تم دفاع��ی آنتی اکس��یدانی و در نتیجه 
افزای��ش پراکسیداس��یون لیپیدی و ایجاد اس��ترس اکس��یداتیو 
بیشتری در مقایسه با بقیه تیمارها شده است. بنابراین در مراکز 
تکثیر و پرورش ماهی کپور جهت اس��تفاده از این ماده به عنوان 
 0/11 mg/L ضدعفونی کردن س��طوح با غلظت های بیشتر از

می بایست احتیاط نمود.
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Background and Objective: Nanoparticles are already widely used in 
technology, medicine and consumer products, but there are limited data on their 
effects on the aquatic environments. The aim of this study was to evaluate the 
response of antioxidant defense system in common carp gills exposed to silver 
nanoparticles, which are produced by bioreduction method.
Materials and Methods: Common carp fish were exposed to the silver 
nanoparticles at concentrations of 0.11, 1.13 and 5.67 mg/L for 14 days. A 
treatment without silver was considered as a control. After sampling, 1 g of gill 
was weighed and homogenized in 5 mL phosphate buffer. The homogenized 
samples were analyzed for measuring the activity of catalase )CAT(, superoxide 
dismutase )SOD(, glutathione )GSH(, total antioxidant capacity )TAC( and 
malondialdehyde )MDA(. 
Results: CAT activity in gill at the concentrations of 1.13 and 5.67 mg/L AgNPs 
was significantly reduced compared to that of the control (p<0.05). When the 
activities of GSH and TAC of different treatments and the control were compared, 
no significant difference (p>0.05) was observed. Activity of SOD and MDA of all 
treatments sampled at different days was fluctuated, that is, it was either increased 
or decreased. However, superoxide dismutase activity was significantly higher in 
exposure to concentrations of 5.67 mg/L and 1.13 mg/L.
Conclusion: According to the results, fish gills are one of the most susceptible 
organs of oxidative damage in exposure to silver nanoparticles. This can affect 
the health of common carp and thus increase the risk of disease in the fish.

Please cite this article as: Bita S, Mesbah M, Shahryari A, Ghorbanpoor Najafabadi M. Effects of silver nanoparticles synthesized by bioreduction 
method on gill antioxidant defense system response of common carp, Cyprinus carpio. Iranian Journal of Health and Environment. 2017;10(3):339-48.
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