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چکید ه 

تولید و استفاده از نانو مواد مهندسی شده در صنایع مختلف بخصوص صنایع حوزه دریای خزر و نفوذ آن از طریق فاضلاب های 
صنعتی به محیط های آبی باعث ایجاد نگرانی هایی برای سلامت انسان و موجودات آبزی شده است. هدف این مطالعه، بررسی 
میزان سمیت و ارزیابی اثرات نانوذره اکسید مس )CuO NPs( بر شاخص های خونی و آنزیم های بچه فیل ماهی دریای خزر به 
 عنوان یک گونه ارزشمند می باشد. بچه فیل ماهی با میانگین وزن gr 5 ± 40 پس از تعیین غلظت کشنده، در رویارویی با 20 درصد از

LC50-96h نانوذره اکسید مس، به مدت 14 روز در سه تکرار به همراه تیمار شاهد قرار گرفتند. از بچه فیل ماهیان پس از 24، 
48، 72، 96 ساعت و هفت و 14 روز خون گیری شد. سپس فاکتورهای خونی، پروتئین کل، گلوکز، کورتیزول و آنزیم های پلاسما 
مورد بررسی قرار گرفتند. تحت تأثیر نانوذره ی اکسید مس در مقایسه با شاهد تعداد گلبول های قرمز، هموگلوبین، هماتوکریت 
و لنفوسیت بطور معنی داری کاهش و تعداد کل گلبول های سفید و نوتروفیل افزایش یافت )P>0/05(. آنالیز فعالیت آنزیم های 
 )LDH( لاکتات دهیدروژناز ،)ALP( آلکالین فسفاتاز ،)ALT( متابولیک، نشان گر افزایش معنی دار آنزیم های آلانین آمینوترانسفراز
و آسپارتات ترانس آمیناز )AST( بود. گلوکز و پرتئین تام در اکثر تیمارها و کورتیزول پس از 14 روز، نسبت به شاهد به طور 
معنی داری افزایش یافتند )P>0/05(. با توجه به ایجاد تغییرات معنی دار در بیش تر پارامترهای مورد سنجش، می توان نتیجه گرفت 

که نانوذره ی اکسید مس در غلظت به کار برده شده، اثرات منفی بر سلامت بچه فیل ماهی دریای خزر دارد.
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The widespread application of nanotechnology in industries, especially the Caspian Sea region and infiltration of 
them through industrial sewage to the aquatic environment cause concerns for human health and the aquatic organ-
isms. The aim of the present study is to evaluate the acute toxicity and effects of copper oxide nanoparticles on some 
enzymes and hematological factors of the Caspian juvenile beluga as a valuable species. Juvenile beluga with an 
average weight of 40±5 gr were prepared and after determination of the lethal concentration, were exposed to 20% of 
LC50-96h of CuO nanoparticles and control for 14 days in three replicates. Then the juveniles blood were sampled 
after 24, 48, 72, 96 hours and 7, 14 days and hematological factors, total protein, glucose, cortisol and enzymes in 
blood serum were examined. The number of red blood cells, hemoglobin, hematocrit and lymphocytes were de-
creased and the total number of white blood cells and neutrophils were significantly increased under CuO treatment 
(P<0/05). Analysis of ALT،ALP, LDH and AST enzymes activity showed significant increase compared to control 
)P <0.05(. Furthermore, the levels of glucose and total protein in the most of the treatment and levels of cortisol only 
after 14 days treatment were significantly increased when compared to control(P <0.05).  Due to significant changes 
in the most of the parameters compared to the control, it can be concluded that the concentration of CuO NPs used 
for Juvenile beluga have negative effects on its health.

Key words: Beluga, Cortisol, Plasma enzymes, Sublethal concentration, Hematological factors

مقدمه
توسعه فناوری نانو و اثرات آن بر محیط زیست و موجودات زنده در 
حال تبدیل شدن به یک مسئله مهم است )4(. از جمله راه هایی که باعث 
ورود نانومواد به محیط زیست می شوند: اتمسفر، جریانات و رواناب های 
به  آلاینده ها،  این  تمامی  که  می باشند  فاضلاب  خانه  تصفیه  و  شهری 
ذرات  اکسید مس،  نانوذرات  می کنند)24(.  پیدا  راه  آبی  اکوسیستم های 
بسیار ریز اکسید مس می باشند که دارای طیف وسیعی از خواص می باشند 
و باعث گرانروی سیال و افزایش هدایت حرارتی می شود که امروزه در 
سنسورهای گازی، ابر رساناهای دمای بالا و بسیاری از صنایع دیگر کاربرد 
دارد )10(. این نانوذرات پس از استفاده، از طریق فاضلاب های صنعتی 
جمله  از  مختلف  مسیرهای  از  می توانند  و  شده  آبی  محیط های  وارد 
وارد  خارجی  اپیتلیال  سطوح  دیگر  و  آبشش ها  طریق  از  مستقیم  عبور 
بدن جانوران آبزی شوند، در نتیجه موجودات آبزی را تحت تأثیر قرار 
می دهند و ممکن است سبب مسمومیت آن ها گردند)13(. پارامترهای 

خونی، شاخص های قابل توجه تعیین وضعیت موجودات آبزی است، که 
شاخص هایی  این،  بر  علاوه   .)4( شوند  اندازه گیری  راحتی  به  می تواند 
مانند گلوکز و کورتیزول برای شناسایی تغییرات فیزیولوژیکی و یا محیط 
قرار  استفاده  مورد  می تواند  گسترده ای  طور  به  موجودات  در  زیست 
گیرد)4(. تا کنون اثرات نانوذرات به خصوص نانواکسیدهای فلزی از جمله 
نانوذرات اکسیدمس بر شاخص های خونی برخی از گونه های ماهی مورد 
اکسید  نانوذره  اثر  از جمله در مطالعه ای که  مطالعه قرار گرفته است. 
مس توسط احمدی و همکاران روی ماهی کپور معمولی انجام گرفت، 
دیگری خبازی  در مطالعه  تغییر شد، همچنین  شاخص های خونی دچار 
و همکاران با بررسی اثر نانوذره اکسید مس در ماهی قزل آلای رنگین 
این  با  و16(.   2( گردید  مشاهده  خونی  فاکتورهای  اکثر  در  تغییر  کمان 
حال اطلاعات محدودی در مورد اثرات نانوذرات اکسیدمس بر گونه های 
ارزشمند اقتصادی و در معرض انقراض به ویژه تاس ماهیان وجود دارد 
)19(. ماهیان خاویاری از جمله ماهیان ارزشمند از نظر اقتصادی هستند، 
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بین  از  و  زیست  محیط  شدن  آلوده  مجاز،  غیر  صید  بدلیل  امروزه  که 
رفتن زیست گاه های تکثیر در معرض خطر انقراض قرار دارند )9(. فیل 
ماهی )Huso huso( مهم ترین گونه ماهیان خاویاری بومی دریای خزر و 
بزرگترین ماهی آب های داخلی می باشد که از نقطه نظر کیفیت خاویار 
روز  استفاده  دلیل  به   .)17( است  داده  اختصاص  خود  به  را  اول  رتبه 
ورود  و  خزر  حاشیه  استان های  در  بخصوص  نانومواد  از  صنایع  افزون 
فیل  اهمیت  همچنین  و  خزر  دریای  در  مواد  این  حامل  فاضلاب های 
ماهی به عنوان یک گونه ارزشمند اقتصادی و در معرض خطر انقراض 
در  آنزیمی  و  خونی  شاخص های  تعیین کننده ی  نقش  دیگر  طرف  از  و 
بررسی های اکوتوکسیکوژی، در این مطالعه اثرات نانوذرات اکسید مس 
بر برخی فاکتورهای خونی و آنزیم های متابولیکی فیل ماهی جوان دریای 

خزر مورد بررسی قرار گرفت.

مواد و روش  کار
به منظور انجام این مطالعه، نانوذرات اکسید مس به حالت پودری 
درصد  با   US Research Nanomaterials کارخانه  تولید  رنگ(  )سیاه 
ایرانیان  مواد  نانو  پیشگامان  شركت  از   40  nm ابعاد  با   ،%99/8 خلوص 
ایران(، خریداری شد. این نانوذرات به منظور توزیع یكنواخت  )مشهد، 
در سوسپانسیون، با مقدار مناسب آب مقطر مخلوط و به مدت 15 دقیقه 
 )S3000 :مدل ،QSonica به وسیله دستگاه اولتراسوند )شرکت سازنده: 
فیل ماهی  با  بچه  تعداد 132 قطعه  اولتراسیون شدند.  در دمای محیط 
میانگین وزن gr 5 ± 40  و میانگین طول cm 5 ± 30 تهیه و به آزمایشگاه 
از  شدند.  داده  انتقال  گیلان  دانشگاه  پایه  علوم  دانشکده  دریا  زیست 
حوضچه های فایبر گلاس 1000 لیتری جهت نگهداری و سازش دهی ماهیان 
انجام  برای  و  شد  استفاده  آزمایش  شروع  از  قبل  آزمایشگاه  شرایط  با 
آزمایشات حوضچه های 200 لیتری تهیه گردید. همچنین جهت محافظت 
از ماهی ها از توری و برای تأمین اکسیژن از سنگ هوا استفاده گردید. 
بچه فیل ماهیان به مدت یک هفته با هوادهی و دوره ی نوری 12 ساعت 
روشنایی جهت سازگاری با شرایط آزمایشگاهی و تحت دمای  1 ± 17 
 7 ± 0/1 pH 0/1± 9/5 و mg/l درجه سانتی گراد، اکسیژن محلول در آب
نگهداری شدند. این پارامترها روزانه کنترل شده و نتایج یادداشت گردید. 
تنظیم دما با اسپیلت، تنظیم اکسیژن با پمپ و سنگ هوا و تنظیم pH با 
اسید فسفریک خوراکی انجام شد. در طول این مدت به طور میانگین بچه 
فیل ماهیان روزانه دو بار و هر بار به میزان 10 درصد وزن بدن با غذای 

غیرزنده گرانوله تغذیه گردیدند )13(. 
 OECD استاندارد  روش  طبق  حاد  سمیت  تعیین  آزمایشات  انجام 
)استاندارد شماره 203 سازمان همکاری و توسعه اقتصادی( انجام شد)18(. 
بعد از یک هفته سازگاری با شرایط آزمایشگاهی، نمونه ها به تعداد 60 
قطعه به حوضچه های فایبرگلاس 200 لیتری حاوی 100 لیتر آب هوادهی 
شده )روش ساکن(  با دو تکرار همراه شاهد منتقل شدند و برای هرکدام 
از حوضچه ها 10 قطعه ماهی در نظر گرفته شد. غذادهی 24 ساعت قبل 
از شروع آزمایش متوقف گردید. ابتدا آزمایش های اولیه به منظور یافتن 
نانوذره اکسید مس در بچه فیل ماهیان دریای  محدوده غلظت کشندگی 
خزر انجام شد و محدوده غلظت 10 تا mg/l 100 تعیین گردید. آنگاه، بر 
اساس آزمایش های انجام گرفته در غلظت های  صفر، 10، 20، 40، 60، 80 و 

mg/l 100 ، میزان مرگ و میر ، در زمان های 24، 48، 72 و 96 ساعت ثبت 
گردید و مقادیر LC50 ،LC10 و LC90 بود از 24، 48، 72 و 96 ساعت 
مواجهه با نانوذره اکسید مس در بچه ماهیان اندازه گیری شدند. مقدار 
غلظت کشنده با محدوده اطمینان 95 درصد با روش آنالیز Probit در نرم 

افزار SPSS نسخه 20 محاسبه شد )11(. 
با استناد به نتایج حاصل از بخش اول آزمایش، تعداد 72 قطعه بچه 
لیتر  بر  میلی گرم  در معرض غلظت 10/38  روز  به مدت 14  ماهی  فیل 
نحوی  به  گرفتند.  قرار  مس  اکسید  نانوذره   )96h-LC50 از  درصد   20(
که در شش حوضچه 200 لیتری با 120 لیتر آب و شرایط فیزیکوشیمیایی 
یکسان ریخته و در هرکدام 12 بچه فیل ماهی قرار داده شد. سه حوضچه  
در معرض غلظت 10/38  ماهیان  آن ها،  در هر یک  که  تیمار  عنوان  به 
آلاینده( در نظر  )بدون  به عنوان شاهد  لیتر و سه حوضچه  بر  میلی گرم 
گرفته شدند. به منظور بررسی اثرات نانو ذره اکسید مس بر شاخص های 
 96 و   72  ،48  ،24 زمان های  در  ماهی،  فیل  پلاسما  آنزیم های  و  خونی 
ساعت و همچنین هفت و 14 روز پس از شروع آزمایش، از هر حوضچه 
انسولین  وسیله ی سرنگ  به  و  انتخاب  تصادفی  به طور  ماهی  بچه  یک 
از  از محل سیاهرگ دمی خون گیری شد. بچه فیل ماهی ها بعد  هپارینه 

خون گیری به حوضچه منتقل نشدند. 
جهت تعیین هماتوکریت )Hct( نمونه های خون جمع آوری شده در 
با  دقیقه  در  دور  با سرعت 14000  دقیقه   10 به مدت  موئین  لوله های 
نیز   )Hb( هموگلوبین  مقدار  شدند؛  سانتریفوژ   )Nuve( مدل  سانتریفیوژ 
توسط دستگاه  اسپکتروفتومتری با معرف درابکین )سیانومت هموگلوبین( 
در طول موج nm 540 با استفاده از منحنی استاندارد و واحد )gr.dl( به 
پیپت ملانژور  از  استفاده  با  دست آمد؛ تعداد گلبول های سفید و قرمز 
با  افتراقی  تشخیص  )Lewis( شمارش شدند.  محلول  و  نئوبار  لام  سفید، 
رنگ آمیزی گیمسا انجام گرفت. شاخص هایی چون MCV )حجم متوسط 
گلبول قرمز(، MCH )مقدار متوسط وزن هموگلوبین در یک گلبول قرمز( 
و MCHC )غلظت متوسط هموگلوبین گلبول های قرمز( طبق فرمول های 

زیر محاسبه گردید )2(.
MCV (fL) = (Hct/RBC (per million))×10
))MCH (pg) = (Hb/RBC (per million 10×
MCHC (%) = (MCH/MCV)×100

آنزیم های ALT، AST، ALP و LDH با استفاده از کیت شرکت پارس 
استفاده  با  گلوکز  و   )15( اندازه گیری شدند  فتومتریک   با روش  آزمون 
با روش فتومتریک  آزمون  پارس  )GOD POP( شرکت  از کیت تشخیص 
کالریمتریک  روش  با   Bionik شرکت  کیت  با  کل  پروتئین  سنجش  و 
اندازه گیری شد. سنجش کورتیزول نیز بر اساس کیت Accu-bind شرکت 

Monobind انجام شد )23(.
خطای   ± میانگین  صورت  به  شمارش ها  و  بررسی  از  حاصل  نتایج 
Kolmogorov- استاندارد بیان شد. نرمالیته ی داده ها با استفاده از روش

Smirnov بررسی و اختلاف بین داده ها و مقایسه میانگین نمونه ها با آنالیز 
انجام   20 SPSS افزار  نرم  از  استفاده  با   )ANOVA( واریانس یک طرفه 
پس آزمون  از  گروه ها،  بین  معنی دار  اختلاف  وجود  صورت  در  گرفت. 
95% بالای  اطمینان  سطح  در  اختلاف  شد.  استفاده  دانکن  دامنه   چند 

اثرات نیمه مزمن نانوذرهی اکسید مس ...
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)p> 0/05( در نظر گرفته شد. نمودارها در نرم افزار Excel 2016 رسم 
گردید.

نتایج
مقدار LC50-96h نانوذره اکسیدمس در بچه فیل ماهیان دریای خزر 
mg/l 51/933 محاسبه گردید. نتایج به دست آمده برای مقدار LC50 نشان 
می دهد که میزان LC50 با افزایش ساعات آزمایش کاهش یافته است؛ به 
عبارت دیگر هر چقدر ساعات آزمایش افزایش می یابد غلظت کمتری از 
این آلاینده لازم است تا 50 درصد از جمعیت بچه ماهیان تلف شوند و 
مقدار LC50 در ساعات اولیه آزمایش همواره بیشتر از LC50 در پایان 96 
ساعت می باشد. با توجه به جدول 1، میزان LC10 و LC90 نیز با افزایش 
ساعات آزمایش کاهش یافته است. لازم به ذکر است که در طول آزمایش 
سمیت، هیچ گونه مرگ ومیری در نمونه شاهد مشاهده نگردید. با توجه 
 mg/l به این نتایج بخش دوم آزمایش اجرا شد و ماهیان در معرض غلظت

10/38 )20 درصد از LC50-96h( قرار گرفتند. 
بطور  اکسیدمس  نانوذره  که  داد  نشان  خونی  پارامترهای  آنالیز 
معنی داری بر تعداد گلبول های قرمز )شکل 1(، هموگلوبین )شکل 2( و 
هماتوکریت )شکل 3( در بازه های زمانی 24، 48، 72،96 ساعت، هفت 

.)P>0/05( روز و 14 روز در مقایسه با شاهد اثر کاهشی داشته است
آنالیز پارامترهای خونی نشان داد که نانوذره ی اکسیدمس بر شاخص 
محاسبه شده MCV تنها در بازه ی زمانی 24 ساعت نسبت به شاهد به 
و    MCH شاخص های  در  و   )4 )شکل  داد  نشان  کاهش  معنا داری  طور 
MCHC نمونه های در معرض نسبت به تیمار شاهد اثر معنی داری نداشته 

است.  )P>0/05( )شکل 5 و 6(.
کل  تعداد  که  داد  نشان  سفید  گلبول های  بررسی  از  حاصل  نتایج 
گلبول های سفید شاهد با تیمارهای 72 و 96 ساعت همچنین هفت روز و 
14 روز به طور معنی داری افزایش داشته و در سایر تیمارها تفاوت معنی 

داری را نشان نداد )P>0/05(  )شکل 7(.
شاهد  به  نسبت  زمان ها  تمام  در  کلی  طور  به  نوتروفیل  تعداد 
افزایش معنی دار یافت و تعداد لنفوسیت به طور کلی در تمام بازه های 
زمانی کاهش معنی دار نسبت به شاهد نشان داد. تعداد مونوسیت ها و 

ائوزینوفیل ها در مقایسه با شاهد تفاوت معنی داری نشان نداد. 
آنزیم های خون بچه فیل ماهی نشان داد که فعالیت  آنالیز فعالیت 

آنزیم ALT در بین تمام تیمارها و نیز در مقایسه با شاهد دارای افزایش 
معنی دار بوده است )P> 0/05(. آنالیز آنزیم AST نشان داد که شاهد تنها 
با تیمار روز 14 تفاوت معنی داری دارد )P> 0/05(. آنزیم ALP به جز 
تیمار 96 ساعت در بقیه تیمارها نسبت به شاهد افزایش معنی دار داشت 
)P> 0/05(. همچنین آنزیم LDH در تیمارهای 24 ساعت، هفت روز و 
14 روز افزایش معنی دار نشان داد ولی در تیمارهای 48، 72 و 96 ساعت 

.)P> 0/05( تفاوت معنی داری نداشت
که  داد  نشان  ماهی  فیل  بچه  استرس  شاخص های  فعالیت  آنالیز 
دارای  شاهد  با  مقایسه  در  روز   14 تیمار  در  فقط  کورتیزول  فعالیت 
افزایش معنی دار بوده است )P> 0/05(. شاخص گلوکز به جز تیمار 24 
افزایش معنی دار داشت به شاهد  نسبت  تیمارها  بقیه  در   و 96 ساعت 

)P> 0/05(. اما پروتئین کل در تیمارهای 48 ساعت و 14 روز در مقایسه 
.)P> 0/05( با شاهد افزایش معنی داری نشان داد

بحث
به طور کلی از تست های سمیت حاد به عنوان یک شاخص مناسب به 
منظور بررسی اثرات کوتاه مدت آلاینده ها و همچنین یک مقایسه ساده 
بین مقدار اثرات مختلف آلاینده ها بر ماهی و همچنین میزان حساسیت 
ماهی استفاده می شود )5(. در تحقیق حاضر مقدار LC50 بچه فیل ماهی 
دریای خزر در مواجهه با نانوذره اکسید مس پس از گذشت 96 ساعت  
mg/l 51/93 محاسبه شد. پژوهش ها نشان داده اند که نانوذرات به دلیل 
خصوصیات فیزیکوشیمیایی خاص و متفاوت نسبت به درشت ذرات، اثر 
عبدالخالک  تحقیق  در یک  داشته اند.  آن ها  به  نسبت  بیشتری  و سمیت 
را در  اکسید مس  نانوذره   LC50-96h و همکاران در سال 2015 مقدار
در  داده اند،  گزارش   150mg/l )Oreochromis niloticus( نیل  تیلاپیای 
از  96h-LC50 برای درشت ذره اکسید مس بسیار بیشتر  حالیکه مقدار 
این مقدار بود که این امر نشان از سمیت حاد بیشتر نانوذره اکسید مس 
نسبت به درشت ذره آن دارد )1(. همچنین در مطالعه دیگری روبرت 
و همکاران )22( در بررسی سمیت نانوذره اکسید مس بر گورخر ماهی 
برای  را  نانوذره  این   LC50-48h 1/5 Mg/L مقدار  با   )Danio rerio(

گورخر ماهی سمی اعلام کردند.
با  معارضه  در  ماهی  فیل  بچه  پارامترهای خونی  مطالعه حاضر  در 
نانوذرات اکسید مس دچار تغییر شدند. با توجه به نتایج حاصله میزان 

96 ساعت72 ساعت48 ساعت24 ساعتغلظت کشنده

LC1065/26644/61429/6226/909

LC50126/395104/38370/08251/933

LC90244/778244/226165/806100/227

Probit در بچه فیل ماهی دریای خزر  بعد از 24 ، 48 ، 72 و 96 ساعت مجاورت با استفاده از آنالیز )mg/l( جدول 1- میزان سمیت نانوذرات اکسیدمس
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معارضه  ماهی های  خون  قرمز  گلبول های  و  هموگلوبین  هماتوکریت، 
 .)P> 0/05( یافتند  کاهش  شاهد  گروه  با  مقایسه  در  نانوذرات  با  شده 
 mg/l و 0/0125  اثر غلظت های 0/15، 0/075، 0/037  که  در مطالعه ای 
نانوذرات اکسیدمس در قزل آلای رنگین کمان توسط خبازی و همکاران 
هموگلوبین،  میزان  نیز  گردید،  بررسی  روز  هفت  مدت  در   )16(
هماتوکریت و گلبول های قرمز کاهش یافته بود. همچنین مطالعه دیگری 
اکسید  نانوذره  کشنده  تحت  غلظت های  در  روز   14 و  هفت  مدت  به 
مس در بچه ماهی کپور نشان داد که این نانوذره باعث کاهش معنی دار 
ماهی  این  در  خون  قرمز  گلبول های  و  هموگلوبین  هماتوکریت،  میزان 
می گردد)2(. پژوهشگران معتقدند که انتقال گاز اکسیژن بطور پیچیده ای 
با گلبول های قرمز در ارتباط است، بنابراین نانوذرات اکسید مس با ایجاد 
محدودیت های تنفسی باعث کاهش تعداد گلبول های قرمز می گردند و 
 MCV، مانند  مرتبط  پارامترهای خونی  سایر  قرمز  گلبول های  کاهش  با 
تأثیر  تحت  نیز  هموگلوبین  و  هماتوکریت  همچنین   ،MCHC و   MCH
در  همکارانش  و  احمدی  توسط  که  مطالعه ای  در   .)16( می گیرند  قرار 
سال 2016 بر روی بچه ماهی کپور تحت تاثیر نانوذره اکسیدمس انجام 
و  هموگلوبین  قرمز،  های  گلبول  تعداد  نظیر  خونی  پارامترهای  گرفت، 
هماتوکریت در مقایسه با شاهد کاهش معناداری را نشان دادند و میزان 
شاخص های MCV، MCH و MCHC نیز کاهش یافت. در مطالعه حاضر 
MCHC نسبت به کنترل دچار  MCH و  نیز پارامترهای یاد شده به جز 

کاهش معنادار شدند )2(.
طبق آنالیزهای انجام شده در مطالعه حاضر در معارضه فیل ماهی با 
نانوذرات اکسید مس تعداد کل گلبول های سفید و نوتروفیل در مقایسه 
گلبول  تعداد  در  افزایش   .)P>  0/05( داشت  معنی دار  افزایش  شاهد  با 
در  مس  اکسید  نانوذره  معرض  در  قرارگیری  اثر  بر  نوتروفیل  و  سفید 
بچه ماهی کپور و قزل آلای رنگین کمان نیز گزارش شده است )2و 16(. 
تغییر در تعداد گلبول های سفید نشان دهنده ی کارکرد ناسالم بافت های 
خونساز همچنین در پاسخ به بعضی بیماری های عفونی می باشد )3(. در 
مطالعه حاضر مقدار مونوسیت و ائوزینوفیل در طول زمان تغییری نکرد، 
به  نسبت  را  معنا داری  کاهش  تیمارها   اکثر  در  لنفوسیت ها  تعداد  اما 
شاهد نشان داد. از آن جایی که نوتروفیل ها، لنفوسیت ها و مونوسیت ها 
آن ها  افزایش  می کنند،  فاگوسیت ها شرکت  عنوان  به  ایمنی  واکنش  در 
نشان دهنده ی واکنش سیستم ایمنی ماهی به نانوذره به عنوان یک عامل 
بیگانه می باشد. کاهش آن ها در طول زمان نیز می تواند به دلیل آسیب به 

بافت های خون ساز مثل طحال و کلیه باشد )2(.  
آنزیم های  دارای  موجودات  بدن  بافت های  در  موجود  سلول های 
فعالیت  مربوط  سلول  خاص  کارکرد  با  ارتباط  در  که  هستند  مختلفی 
می کنند و تمام واکنش های بیوشیمیایی داخل سلول ها توسط آن ها کاتالیز 
بین  مایعات  به  آنزیم ها  شود،  آسیب  دچار  سلولی  که  وقتی  می شوند. 

بافتی و از آنجا به سرم خون و مایع مغزی- نخاعی وارد می شوند )20(.
آلانین  فعالیت  سطح  حاضر  مطالعه  داده های  آنالیز  طبق 
داد  نشان  معنی دار  افزایش  تیمارها  تمامی  در    ALT آمینوترانسفراز  
)P> 0/05(. طبق نتایج مطالعه حاضر در میزان AST تنها در تیمار روز 14 
نسبت به شاهد تغییر معنی داری مشاهده شد )P> 0/05(. این آنزیم ها 
در ماهی ها به طور عمده در کبد و به میزان کمتر در بافت های قلب، 

کلیه، طحال، گلبول های قرمز و ... یافت می شوند و در هنگام بیماری یا 
AST به داخل خون آزاد  صدمه دیدن این بافت ها به ویژه کبد، آنزیم 

می شود )6(. 
آلکالین فسفاتاز )ALP( آنزیمی است که در اپیتلیوم مجاری صفراوی، 
سلول های کبدی و نیز در مخاط روده و کلیه ها یافت می شود )12(. بر 
اساس نتایج به دست آمده در این مطالعه، فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز 
است.  داشته  افزایش  ساعت   96 تیمار  بجز  تیمارها  همه ی  در   ،)ALP(
این  فعالیت  سطح  افزایش  دلایل  مهم ترین  از  یکی  که  می رسد  نظر  به 
آنزیم در خون، آسیب های احتمالی وارده به کبد، روده و عضلات بچه 
ماهیان در معرض نانوذره ی اکسید مس باشد )1(. افزایش سطح فعالیت 
آنزیم های ALT، AST و ALP تحت تاثیر نانوذره اکسید مس در پلاسمای 
خون ماهی کپور معمولی در غلظت های 50، 100 و 200 میلی گرم بر لیتر  
از نانوذره ی اکسیدمس و ماهی تیلاپیا در معرض یک دهم و یک بیستم 
از LC50 نانوذره ی اکسید مس  در مدت زمان دو هفته گزارش شده است 
)1و2(.  در برخی از مطالعات تحت تاثیر آلاینده های دیگر کاهش آنزیم 
ALP نیز مشاهده شده است. از جمله در مطالعه ای که در آن اثر نانوذره 
مس و سولفات مس به مدت 14 روز بر روی ماهی کپور معمولی بررسی 
در پلاسمای خون  به شاهد  ALP نسبت  آنزیم  گردید، کاهش معنی دار 
 AST تحت تاثیر هر دو آلاینده گزارش شد. در این مطالعه مقدار آنزیم
تحت تاثیر سولفات مس و مقدار ALT تحت تاثیر نانوذره مس و سولفات 

مس در مقایسه با شاهد افزایش نشان دادند )12(.
از  یکی  و  بوده  مهره داران  در  گلیکولیز  مسیر  آنزیم  آخرین   LDH
آنزیم هایی است که در تشخیص آسیب های بافتی ناشی از آلاینده ها در 
بافت هایی نظیر کبد، عضله و آبشش در ماهی کاربرد دارد. در صورت 
آسیب دیدن غشای سلولی و یا نکروز سلول، این آنزیم به بیرون راه پیدا 
 LDH کرده و میزان آن در سرم خون افزایش می یابد )7(. برای آزاد شدن
تا بتواند ساختار غشای  نیاز بوده  از درون سلول ها، تحریک قوی مورد 
از سیتوزول  مارکر  این  برهم زده و موجبات نشت و خروج  را  سلولی 
فراهم گردد. با توجه به نتایج این تحقیق می توان اثرات نانوذرات اکسید 
مس را به عنوان تحریک مورد نیاز در نظر گرفت. از سوی دیگر نیز در 
ارتباط با LDH و چگونگی فعالیت آن، آزمایشات متنوع دیگری نیز به 
عمل آمده و مشخص گردیده که با تأثیر برخی از نانو ذرات اکسید فلزی، 
نوعی اکسیداسیون مستقیم بر روی ساختار پروتئینی LDH اعمال شده و 
به این ترتیب عملکرد این آنزیم مهار می گردد. بررسی ها نشان می دهد 
اکسیداتیو  القای استرس  n-CuO موجب حداکثر  از  بالاتر  که غلظت های 
می شود )8(.  بنا بر آنالیزهای مطالعه حاضر آنزیم لاکتات دهیدروژناز 
)LDH( نیز در تیمارهای 24 ساعت، هفت و 14 روز دارای روند افزایشی 
معنی دار بود )P>0/05(. افزایش سطح LDH در پلاسمای خون بچه ماهی 
کپور در معرض غلظت های تحت کشنده نانوذره اکسید مس گزارش شده 
است )2(. می توان موارد افزایش LDH پلاسما را به آسیب در بافت هایی 
از قبیل آبشش، کبد و کلیه نسبت داد و موارد بدون تغییر ماندن آنزیم 
از خون رسانی بیش تر و  به دلیل سازگاری حاصل  نیز می تواند  در خون 
می دهد  کاهش  را   LDH مقدار  که  باشد  اکسیژن  به  سلول ها  دسترسی 

.)23(
به  فیل ماهی ها  در مطالعه حاضر میزان گلوکز پلاسمای خون بچه 

اثرات نیمه مزمن نانوذرهی اکسید مس ...
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میزان هورمون  و  افزایش معنی داری داشت  تیمار 24 و 96 ساعت  جز 
کورتیزول نیز در تیمار 14 روز افزایش و در بقیه تیمارها اختلافی مشاهده 
نشد. در تجزیه و تحلیل این نتایج باید یادآور شد که کورتیزول و گلوکز 
شاخص های مناسب فیزیولوژیک و یا محیط زیست جهت بررسی رخداد 
استرس در ماهیان می باشند و به هنگام وقوع استرس مقادیر آن ها افزایش 
می یابد، در واقع می توان گفت کورتیزول کورتیکواستروئید اصلی تولید 
شده در ماهیان است. عوامل استرس زای مختلف محور هیپوتالاموس - 
هیپوفیز – غدد فوق کلیوی را فعال کرده و سبب رها شدن کورتیزول 
ثانویه را  افزایش سطح هورمون کورتیزول پاسخ های استرس  می گردند. 
مناسبی  نیز شاخص  گلوکز سرم خون  مقدار  پی خواهد داشت)20(.  در 
نامناسب محیطی است  ثانویه استرسی ماهی به شرایط  پاسخ های  برای 
و در این حالت گلوکز از کورتیکواستروئیدها آزاد می شود که افزایش آن 
اولین پاسخ به اکثر محرک های استرس می باشد )25(. عبدالخالک در سال 
بر  افزایش میزان کورتیزول و گلوکز سرم خون  از  نتایج مشابهی   2015
 Oreochromis niloticus اثر مواجهه با نانوذرات اکسید مس در گونه ی
گزارش کرده اند )1(، همچنین رزم آرا و همکاران )21( نتایج مشابهی از 
افزایش میزان گلوکز سرم خون بر اثر مواجهه گربه ماهی رنگین کمان با 

نانوذرات نقره را گزارش کرده اند.

نتیجه گیری کلی
با توجه به نتایج حاصل شده از این تحقیق می توان گفت که حضور 
و  پارامترهای خونی  بر  تأثیر  اکسیدمس می تواند سبب  نانوذره ی  ناچیز 
آنزیمی بچه فیل ماهی دریای خزر گردد و در ادامه سایر فرآیندهای رشد 
و فیزیولوژی ماهی را نیز تحت تأثیر قرار دهد. در شاخص های سیستم 
قابل  تغییرات  شد.  مشاهده  معنی داری  تغییرات  نیز  ماهیان  این  ایمنی 
توجه در میزان فعالیت آنزیم های هدف و مهم ترین شاخص های استرس 
ایجاد شده در بچه فیل ماهی ها در مواجهه  تغییرات  از دیگر  در خون 
از  جلوگیری  ضرورت  نشان دهنده ی  که  بود  اکسیدمس  نانوذره ی  با 
ورود نانوذرات و آلاینده های مشابه به محیط های آبی و نظارت صحیح 

ارگان های مربوطه می باشد.
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شکل 1- تعداد گلبول های قرمز در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان 

.)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد

شکل 2- مقدار هموگلوبین در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان 

.)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد

شکل 3- مقدار هماتوکریت در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان 

.)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد
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شکل 4- مقدار MCV در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان بازه های 

.)P > 0/05( زمانی می باشد

شکل 5- مقدار MCH در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان بازه های 

.)P > 0/05( زمانی می باشد

شکل 6- مقدار MCHC در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان بازه های 

.)P > 0/05( زمانی می باشد

اثرات نیمه مزمن نانوذرهی اکسید مس ...
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شکل 7- مقدار WBC در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان بازه های 

.)P > 0/05( زمانی می باشد

شکل 8- مقدار Neutrophilis در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان 

 .)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد

شکل 9- مقدار Lymphocytes در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان 

.)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد
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شکل 10- مقدار Monocytes در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان 

.)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد

شکل 11- مقدار ائوزینوفیل در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان 

.)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد

شکل 12- میزان فعالیت آنزیم ALT در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار 

.)P > 0/05( میان بازه های زمانی می باشد

اثرات نیمه مزمن نانوذرهی اکسید مس ...
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شکل13- میزان فعالیت آنزیم AST در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار 

.)P > 0/05( میان بازه های زمانی می باشد

شکل14 - میزان فعالیت آنزیم ALP در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار 

.)P > 0/05( میان بازه های زمانی می باشد

شکل15 - میزان فعالیت آنزیم LDH در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار 

.)P > 0/05( میان بازه های زمانی می باشد
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شکل 16- میزان فعالیت کورتیزول در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان 

.)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد

شکل 17- میزان فعالیت گلوکز در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی تفاوت معنی دار میان 

.)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد

شکل18 - میزان فعالیت پروتئین در نمونه شاهد و نمونه های در معرض نانوذره ی اکسید مس. حروف متفاوت نشان دهنده ی +تفاوت معنی دار میان 

.)P > 0/05( بازه های زمانی می باشد

اثرات نیمه مزمن نانوذرهی اکسید مس ...


