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 چکیده 
نانو  تأثیرو حداکثر غلظت مجاز،  15LCعلاوه بر تعیین در این تحقیق 

های ایمنی و آنزیم های سرم خون ماهی ذرات نقره برخی شاخص

صورت قطعه ماهی شیربت به 245این منظور به مشخص گردید.شیربت 
روز تیمار بندی  21مدت زیر برای بررسی اثر سمیت تحت حاد به

 15LC  (mg/L AgNP درصد 1تیمار شاهد، غلظت  -1 شدند.
 4غلظت  15LC (mg/L AgNP 521/5،)درصد  2غلظت  (،512/5

 15LCدرصد  8غلظت  و 15LC (mg/L AgNP 51/5)درصد 
(mg/L AgNP 1/5در روزهای صفر .)، های شاخص 21 و 14، 1

تعداد گلبول سفید در ی شد. گیر اندازههای سرم خون ایمنی و آنزیم

نسبت به تیمار شاهد  را یدار معنیافزایش  21در روز  هاتیمارتمامی 
 2درصد،  1 های(. قدرت باکتری کشی سرم در تیمار>51/5p)نشان داد 
در  15LC درصد 8 و در تیمار 21در روز  15LC درصد 4درصد و 

 نشان دادنسبت به تیمار شاهد داری را افزایش معنی 21و  14 هایروز

(51/5p<) درصد 4سرم در تیمار  لیزوزیمفعالیت میزان . همچنین 
15LC  15 درصد 8 تیماردر و  21در روزLC  افزایش  21و 14در روز

 های(. میزان آنزیم>51/5p) نشان دادنسبت به تیمار شاهد ی را دار معنی
 8تیمار در (LDHلاکتات دهیدروژناز ) و (ALPآلکالین فسفاتاز )

(. >51/5p)داری پیدا کرد معنی افزایش 21در روز  15LCدرصد 
یک ترانس آمیناز گلوتامیک اگزال است هایمیزان آنزیمهمچنین 

(SGOT)  و گلوتامیک پیروویک ترانس آمیناز(SGPT) 2 در تیمار 
درصد  8و  4و در تیمارهای  21و  14در روزهای  15LC درصد

15LC نسبت به تیمار شاهد یدار معنی افزایش 21و 14 ،1های در روز 

های تحت توان نتیجه گرفت که غلظت(. لذا می>51/5p)پیدا کرد 
ایمنی  هایشاخصمثبت بر روی  تأثیر علاوه برکشنده نانو ذرات نقره 

 شوند. خون ماهی شیربت می های سرمآنزیم افزایشسبب 
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Abstract 
In this study, in addition to the LC50 and the 

maximum allowable concentration, effects of 

silver nanoparticles on several of immune and 

blood serum enzymes parameters of Barbus 

grypus were determined For this purpose, 240 

shirbut, to investigate the effects of sub lethal 

toxicity were divided as follows- control treatment 

(G1), the concentration LC50 1% (0.012 mg/L 

AgNP) (G2), concentration LC50 2% (0.025 mg/L 

AgNP) (G3) and concentration LC50 4% (0.05 

MG/L AgNP) (G4) and concentration LC50 8% 

(0.1 Mg/ L AgNP) (G5). Then on days zero, 7, 14 

and 21 immune responses and serum enzymes 

(ALT, LDH, SGOP, SGPT) in Barbus grypus were 

measured. In the study, WBC counts increased 

significantly (P<0.05) in G2, G3, G4 and G5 

treatments compared to control (G1). Serum anti-

bacterial activity was enhanced in G3 in twenty 

first day and G4 and G5 in 14th and 21s days in 

compared to control. Serum lysozyme activity 

enhanced significantly (P<0.05) in (G4) in 14th 

and (G5) 14th and 21s in days compared to 

control. ALT and LDH Level decreased 

significantly in (G2), (G3), (G4) and (G5) 

treatments in 21s day compared to control. SGPT 

level decreased significantly in (G2), (G3), (G4) 

and (G5) in 21s day compared to control. SGOT 

level decreased significantly in (G3), (G4) and 

(G5) treatments in 21s day compared to control. 

According to the results of this study 

concentrations toxicity of nano silver increased 

immune responses and serum enzymes.  
 

Keywords: Aminotransferase, Barbus grypus, 

lysozyme, Silver nanoparticles. 
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 مقدمه
ضد باکتریایی سابقه ه ماد عنوان بهاستفاده از فلز نقره 

(. Lansdown, 2002طولانی در زندگی بشری دارد )
باشد و در موقعیت نقره عنصر سفید و براق فلزی می

 Agچهل و هفتم جدول تناوبی قرار گرفته و با نماد 
خالص دارای بالاترین هدایت ه شود. نقرنشان داده می

از  باشد.ی در بین تمامی عناصر میالکتریکی و گرمای

توان به جواهرات، ابزار جمله کاربردهای نقره می
آشپزخانه، پول، آلیاژهای دندانی، عکاسی و غیره اشاره 

 ;Fabrega et al., 2009; Gong et al., 2007) کرد

Peralta et al., 2010; Baun et al., 2008.)  ولی

خاطر اثرات ضد باکتریایی خود نانوذرات نقره بیشتر به
ای شده و اثرات ضد باکتریایی ثابت باشند میمعروف 

نقره به اندازه نانو به  (.Sharma et al., 2009دارند )
 پودر، در صورت هب (الف ؛موجود است یدو صورت کل

 TiO2ر یگر نظیذرات د یلور بر روین مورد نانو سیا
لور ینانوس موردن یدر ا ،عیدرحالت ما (ب ،وجود دارد

کول و ...( وجود یگلا ،ع )آبیک مایصورت معلق در هب
نانوذرات نقره در ه ها برای استفاددارد. با وجود تلاش

پروری و پرورش ماهیان زینتی، مطالعات  صنعت آبزی
بسیار محدودی در ارتباط با اثرات این مواد در ماهی 

ی لذا سع(. Griffitt et al., 2008) انجام شده است

ترین تولید قابل حل در  شود میزان سمیت مناسبمی
نصب  )تولید شرکت نانو داخل کشور آب نانوذرات نقره در

 (Barbus grypus) ماهی شیربته پارس( بر گون
ماهیان پرورشی بومی خوزستان(، مورد ه )نمایند

استفاده از نانوذرات در صنایع  بررسی قرار گیرد.
ها و عوامل بیماریمختلف از جمله در مبارزه با 

ای یافته است، در بین  سابقه زا توسعه بی بیماری
نانوذرات فلزی، نانوذرات نقره، با توجه به اثرات ضد 

زا، بیشتر  باکتریایی بالا، در مبارزه با عوامل بیماری
 (.Chae et al., 2009) اند مورد توجه قرار گرفته

اد ها و موبیوتیک از طرفی خطرات استفاده از آنتی
های باکتریایی، ضد باکتریایی رایج، مثل ایجاد مقاومت

محیطی، انتقال مقاومت دارویی به مشکلات زیست

زای انسانی و هزینه بالای مصرف، عوامل بیماری

باعث گرایش بیشتر محققین به مواد جایگزین شده 
های اخیر استفاده از ترکیبات حاوی نقره در سال است

های نقره و نانوذرات نقره مثل کلوئید نقره، پوشش

مواد ضد باکتریایی با کارایی بالا و با عوارض  عنوان به
 جانبی کمتر در صنایع مختلف در حال گسترش است

(Lansdown, 2002; Rai et al., 2009.)  نانوذرات
                                             نقره احتمالا  یا ایجاد اختلال در تکثیر و سیستم 

باکتریایی ها باعث ایجاد اثرات ضد  تنفسی باکتری
 ;Chopra, 2007; Holt & Bard, 2005) گردند می

Kim et al., 2007) . 
آسیب به محیط زیست و تهدید بهداشت انسانی 

ناشی از استفاده از نانوذرات بسیار کمتر از سایر مواد با 
 (.Sharma et al., 2009اثرات مشابه است )

                عنوان جـایگزین                                    نانوذرات نقره در بسیاری موارد به  
       انـد،                                            ناسب برای مواد ضد میکروبی رایج معرفی شـده  م

                                                          حتی اخیرا  تحقیقاتی در مورد امکان اسـتفاده ایـن نـانو   
ــود   ــا وج ــان انجــام شــده اســت. ب                                                           ذرات نقــره در آبزی

         اطلاعـات                                     نسبی نانوذرات نقره، تا بـه حـال     ی  ها      مزیت
                                                      کمی در مورد اثر نانوذرات نقـره بـر روی خـون مـاهی     

                          توان به مطالعـات انجـام      ی                       گزارش شده است از جمله م
ــک )   ــای موزامبی ــر تیلاپی ــده ب  Oreochromis                                   ش

mossambicus( )   Karthikeyeni et al., 2013 و )    

  ( Onchorhynchus mykiss      کمان )           آلای رنگین     قزل
( Federici et al., 2007 .اشــاره نمــود )                   ازآنجاکــه           

ــور  ــی از کش ــران یک ــور ای ــم                                 کش ــرو در عل ــای پیش                         ه
                           کاربرد بیشتر نـانوذرات را            احتمالا                    نانوتکنولوژی است و 

                 پـروری خـواهیم                                     در صنایع مختلف از جمله صنعت آبزی
            هـای سـمی                                       داشت، در نظر است در این تحقیق غلظت

                                                   نانوذرات نقره محلول در آب )با حامل آب مقطر( بـرای  
                                                   یک گونه ماهی پرورشی گرمـابی کشـور را بـر اسـاس     

         از ایـن                                     های علمی محاسبه نمـاییم و دوز مج ـ          استاندارد
 ـ                           نانوذرات برای ایـن گونـه        بـا                   دسـت آوریـم و   ه           هـا را ب

      هـای      غلظت       تأثیر                         وردن دوز کشنده این محلول  آ     دست   ه ب
          های سـرم               ایمنی و آنزیم                   ن را روی فاکتورهای  آ       مختلف



 9 ... یها میو آنز یمنیا های شاخص بر نقره ذراتنانو ریتأثسراج و همکاران:  

             بررسی کنـیم     (Barbus grypus )      شیربت       ماهی     خون

                            هـای سـمی ایـن مـواد در                             تا علاوه بر آگاهی از غلظت

ــ ــانو                        مطالعــات آینــده در م ــره در                      ورد کــاربرد ن                ذرات نق
      هـای                               های مجـاز ایـن مـواد در آب         ، غلظت     پروری      آبزی

ــا           مشــروب ــه ب ــاهی ک ــرورش م ــده اســتخرهای پ                                              کنن
ــتفاده  ــنایع اس ــوده                              فاضــلاب ص ــانوذرات آل ــده از ن                                کنن

      هـای                          بـا توجـه بـه سیاسـت                      شوند، مشخص گردد.    می
ــرویج   ــازمان شــیلات کشــور در جهــت توســعه و ت                                                    س

                                 هر منطقـه، اداره شـیلات اسـتان                      پرورش ماهیان بومی 
                                                   خوزستان در نظر دارد نسبت به توسـعه پـرورش مـاهی    

                                                       شیربت در استان مبـادرت ورزد. بـا توجـه بـه محـدود      
                                                      بودن پراکندگی جغرافیـایی ایـن گونـه بـه کشـورهای      

                                                      ایران، عراق، ترکیه و سـوریه، فقـدان وجـود اطلاعـات     
                       های سرمی ماهی مـذکور                            پایه از وضعیت ایمنی و آنزیم

     شود.              شدت احساس می    به

با توجه به محدودیت مطالعات علمی در زمینه 
نانوذرات بر آبزیان، این تحقیق با هدف ارزیابی  تأثیر

های سرم اثر نانوذرات نقره بر سیستم ایمنی و آنزیم
 خون ماهی شیربت طراحی و اجراء شد.

 

 هامواد و روش
 تهیه نانوذرات نقره

تولیدات شرکت نانونصب  از برای تهیه نانوذرات نقره

که مشخصات این  استفاده شد. L-2000پارس محصول 
ع یصورت ماهن محصول بیا محصول به قرار زیر است.

نانو ذرات نقره  ppm 2222بوده و حاوی غلظت 
ضد  ضد قارچ و ،یباشد. این محلول ضد باکتر می

سم مقاومت یارگان کرویم است. در انواع یروس قویو

 است. مؤثرن ییپا یهادر غلظت یحت کند. ایجاد نمی
صورت  ست  بوده و دریز طیهمچنین سازگار با مح

ای تیره رنگ بوده رساند. مادهتماس به پوست آسیب نمی
 باشد. نانومتر می 722و حاوی نانوذرات نقره در حد 

 
 شیمیایی آب مورد آزمایش وی شرایط فیزیک

ساعت  22که  یلترشده شهریش از آب فین آزمایدر ا

 یها درون تانک ییمنظور کلرزدا قبل از استفاده به

د. یشده بودند، استفاده گرد یآب نگهدار یساز رهیذخ
 pH=، 812= EC 1/8 ،گراددرجه سانتی 21±7دمای 

متر مربع، میزان اکسیژن محلول یمنس بر سانتیکروزیم

کمتر از  NO2و  NH3گرم در لیتر، میزان  میلی 8برابر 
 7/2کمتر از  NO3گرم در لیتر و میزان  لیمی 27/2

 گرم در لیتر بود. میلی
 

  نقرهنانو  (LC50کشندگی ) روش تعیین سمیت

برای تعیین سمیت نانوذرات نقره از روش استاندارد 

OECD (Organization for Economic 

Cooperation and Development)  راهنمای

( Static-renewal test condition) 229شماره 
ابتدا اقدام به  (.Banaee et al.,2004) استفاده گردید

انجام آزمایشات مقدماتی در سطح کوچک برای 
آوردن حدود غلظت کشنده این ماده گردید و  دست هب

غلظت متوالی  8تا  6بین سپس بر اساس این اطلاعات 
)در سه تکرار( از نانوذرات نقره  از محلول نانوذرات نقره

(. تیمار 722=  9×2×9×8)حداکثر  شدگرفته در نظر 
تلفات و  درصد722ه که غلظت ایجادکنند طوریهب

ها قرار گیرد. هر  غلظت غیر کشنده در بین این غلظت
های نانوذرات نقره در سه تکرار و هر  یک از غلظت

به این . لیتری ایجاد گردید 72تکرار در یک مخزن 
ن یانگیشیربت با م یقطعه بچه ماه 222منظور تعداد 

متر از  یسانت 21الی  22گرم و اندازه  92-12وزن گرم 
ه و به دانشکده یاطراف اهواز ته یمزارع پرورش ماه

به دماکردن آب،  دامپزشکی منتقل شدند. پس از هم

صورت تصادفی معرفی  قطعه ماهی به 72هر مخزن 
 یا جداگانه یستم هوادهیمجهز به س مخزنهر  شد.

 Static-renewalروش مورد استفاده ) ه بهبا توجبود 

test conditionها و  ( برای جلوگیری از اثر متابولیت

مواد آلی دفعی ماهی و نگهداری غلظت نانوذرات نقره 
شده، آب تمام مخازن  در حد غلظت اولیه در نظر گرفته

روزانه با آب حاوی همان غلظت نانوذرات نقره 
حرکت و فاقد حرکت  های بی گردید. ماهی تعویض می



 7931بیست و پنجم، تابستان سال هفتم، شماره اول، پیاپی شناسی جانوری تجربی، علمی ـ پژوهشی زیستمجله   2

سرپوش آبششی مرده محسوب شده و از آب خارج 

 12، 28، 22روزانه ) صورت بهگردیدند ثبت تلفات  می
ساعت( انجام شده و بعد از ثبت تلفات، اقدام به  36و 

 36و  32LC 22 ،28،12و 72LC ،12 LCتعیین 

ویرایش  Probitافزار  ساعت با استفاده از نرم
ش از رگرسیون بین تعداد تلفات گردید. در این رو1/7

 Aydınو لگاریتم غلظت نانوذرات نقره استفاده شد )

مقادیر و تعیین ه برای مقایس(. 2005 ,        &

نانوذرات نقره در ه داربودن اختلاف بین دوز کشند معنی
های مورد بررسی از همپوشانی حدود مذکور  گونه

فضای وترسیم نمودار در ( TCR, 1984استفاده شد )
 ( صورت گرفت. 2221افزار اکسل ) نرم

 Maximum acceptable) حداکثر غلظت مجاز

concentration (MAC)) نمودن غلظت  با تقسیم

ساعت نانوذرات  36درصد تلفات در  12ایجادکننده 
تمامی  محاسبه گردید. 72بر عدد  نقره در هر گونه

های مورد نظر ساعت در غلظت 36مدت  ماهیان به
، 22های  ومیر در زمان نگهداری شده و میزان مرگ

 & Hogstrand) ساعت محاسبه شد 36و  28

Wood, 1998.)  

درصد  31و محدوده اطمینان  12LCمقادیر 
Boudou & Ribeyre (1997 )مطابق دستورالعمل 

های ومیر در زمان مرگ Probit analysisبا روش 

روش (. در 7محاسبه شد )جدول  36و  12، 28، 22
 Xهای نانوذرات نقره در محور پروبیت لگاریتم غلظت

قرار  Yومیر در محور  و مقادیر پروبیت درصد مرگ
درصد با فرمول  31گیرد. محدوده اطمینان  می

Mohapatra & Rengarajan (1995) .محاسبه شد 
 

کاررفته برای تعیین های بهتعداد تیمار و غلظت .1جدول 

LC50 در ماهی شیربت 

 تعداد تیمارها ماهینوع 
غلظت نانو ذرات مورد 

 (g/mlµ) استفاده

 1 شیربت
، 6/2، 9/2، 71/2صفر، 

21/7 ،1/2 ،1 

 ، مقادیر کشنده دیگر شاملLC50علاوه بر 

72LC ،92LC ،12LC ،32 LC افزار  با استفاده از نرم
SPSS  استاندارد پروبیت آنالیز شد و آزمون  76نسخه

(Mohammadi, 2011.) 

 
 تیماربندی ماهی 

نانوذرات نقره برای ایجاد  LC50آوردن  دست هبعد از ب

 7 یدوزها با ماریت 2شیربت ماهی مسمومیت مزمن 
 درصد 8 و (G4درصد ) 2 ،(G3) درصد 2 ،(G2) درصد

(G5 )میزانLC50  36 ( 286/2ساعته نانوذرات نقره 

 مار شاهدیعنوان ت ز بهین ماریک تیو ( میکروگرم بر لیتر
(G1)  در تکرار(  9هر کدام با و مار یت 1)در مجموع

 ,Neffگرفته شد ) در نظرلیتری  222آکواریوم  71

قطعه ماهی با وزن  92به هر آکواریوم  (،2002

گرم اضافه گردید. هر سه  222-212متوسط حدود 
ها با همان غلظت مواد  بار آب آکواریوم روز یک

ها با  آکواریومبار آب  تعویض گردید. هر سه روز یک
 ،1همان غلظت مواد تعویض گردید. در روزهای صفر، 

ماهی از هر تیمار نمونه خون تهیه شده  2از  27و  72
با توجه  .ها انجام گرفتزیر روی نمونه های آزمایشو 

 Static-renewal testروش مورد استفاده )به

conditionها و مواد  ( برای جلوگیری از اثر متابولیت

فعی ماهی و نگهداری غلظت نانوذرات نقره در آلی د
حد غلظت اولیه در نظر گرفته شده، آب تمام مخازن 

روزانه با آب حاوی همان غلظت نانوذرات نقره 
 (.Mohammadi, 2011) گردید تعویض می

 
  یریگخون

 72، 1، 7قطعه ماهی در فواصل زمانی  2از هر تیمار 
روز از آکواریوم خارج نموده و پس از بیهوشی با  27و 

بر لیتر( به  گرم میلی 712اتانول )فنوکسی  -2داروی 
ماهیان را با یک حوله  ابتدابیهوش شدند.   روش حمام

آب آن گرفته شود.                              خشک و تمیز پاک کرده تا کاملا 

 ( باCaudal veinساقه دمی ماهیان )سپس از ناحیه 
سی  سی 1سرنگ ) شده هپارینه یها استفاده از سرنگ



 1 ... یها میو آنز یمنیا های شاخص بر نقره ذراتنانو ریتأثسراج و همکاران:  

 گرفت وری صورتیگخون م(27و سرسوزن شماره 

د، یم گردیقسمت تقس نمونه به دو یریپس از خونگ
مورد استفاده  یشناس مطالعات خون یک بخش برای

ش فاقد یهای آزمالوله بخش دوم در و  قرار گرفت

های خون فاقد نمونه د.یآوری گردانعقاد جمعضد ماده
قه با یدق 1مدت  ماده ضد انعقاد پس از لخته شدن به

فوژ و پس از یقه سانتریدور در دق 9222سرعت 
 یسرم آن برا های خون،ک سرم از سلولیتفک

فاکتورهای خونی و بیوشیمیایی برداشت  یریگ اندازه
تری یللییم 1/2های وبیکروتینمونه سرم در مگردید. 

ی در یایمیوشیب های آزمایشه و تا زمان انجام یتخل
 شدندداری گراد نگه یدرجه سانت 22زر منهای یفر

(Ademuyiwa et al., 2007).  
 

 های سفیدشمارش کلی گلبول 

روش مستقیم  های سفید به شمارش کلی گلبول

 222به  7)هماسیتومتر( با رقیق کردن خون به نسبت 
هریک صورت گرفت.  -کننده نات رقیقبا محلول 

شده به لام  برای این کار و پس از انتقال نمونه رقیق
مربع بزرگ  3های سفید در  هماسیتومتر تعداد گلبول

های  گردید و سپس تعداد کل گلبول اولیه شمارش می
متر مکعب خون با استفاده از فرمول زیر  سفید در میلی

 (.Thrall, 2004ید )گرد محاسبه می
 های سفید در میکرولیتر خون= تعداد کل گلبول

222  (72 های سفید درصد + تعداد کل گلبول
 مربع بزرگ( 3شمارش شده در 

 
 سرم  لیزوزیمگیری اندازه

سرم از روش  لیززیم و گیری میزان فعالیت برای اندازه
توصیه شده Ellis (1990 )توسط  سنجی کهکدورت

در این روش . ده گردیداست با مقداری تغییرات استفا
میکرولیتر از  222میکرولیتر از سرم نمونه با  72ابتدا 

لیتر باکتری  گرم در میلی میلی 2/2سوسپانسیون 

)سیگما( در بافر  میکروکوکوس لیزودایکتیکوس
های ( در گوده=2/6PHمولار ) 21/2فسفات سدیم 

 21پلیت الایزا مخلوط گردید و جذب نوری در دمای 

دقیقه بعد از  6 و 7های گراد در زمانسانتیدرجه 
گیری  نانومتر اندازه 122سازی در طول موج  مخلوط

باعث تخریب باکتری و کاهش  لیزوزیمشد. فعالیت 

سرم و  لیزوزیمجذب نوری گردید. میزان فعالیت 
مخاط با توجه به منحنی استاندارد میزان فعالیت 

 .دیدسفیده تخم مرغ سیگما تعیین گر لیزوزیم
 

 کشی سرم بررسی قدرت باکتری

کشی سرم از روش  گیری قدرت باکتری برای اندازه

با کمی  Kajita et al. (1990) شده توسط توصیه
آئروموناس ابتدا باکتری . تغییرات استفاده گردید

کشت  TSBط یساعت در مح 28مدت  به هیدروفیلا
فوژ یبا سانتر ییایباکتر یهاداده شد و سپس سلول

و با  یآور قه جمعیدق 71مدت  قه بهیدور در دق 9222
ها ل به آنیم استریبافر فسفات سد یافزودن مقدار

 122ون حاصله در طول موج یسوسپانس یجذب نور
د. تعداد باکتری در یتنظیم گرد 7نانومتر برابر 

سوسپانسیون حاصل شمارش شده و با استفاده از 
سوسپانسیون ، 72های متوالی بر مبنای روش تهیه رقت

لیتر در ژلاتین ورونال بافر  باکتری در میلی 721
در  مول میلی 1/2و حاوی  =pH 1/1استریل )

 لیتر میلیدر  مول میلی 71/2یون کلسیم و  لیتر میلی
 یون منیزیم( تهیه گردید.

با بافر فوق رقیق  7:9های سرمی به نسبت نمونه
 7:7گردیدند. سوسپانسیون باکتریایی حاصل به نسبت 

دقیقه در  32مدت با سرم رقیق شده ترکیب شده و به 

گراد با حرکت ملایم انکوبه درجه سانتی 21دمای 
میکرولیتر از مخلوط سرم و باکتری  1گردیدند. سپس 

در سه تکرار کشت داده شد.   TSAدر محیط کشت 
 21ساعت در دمای  22مدت  های کشت به محیط

کمک  سپس به گراد انکوبه گردیده ودرجه سانتی
دستگاه کلونی کانتر تعداد پرگنه باکتریایی رشدیافته 

صورت در روی محیط کشت شمارش گردید. نتایج به
شده در سه تکرار برای  متوسط تعداد باکتری شمارش
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شده  تعداد باکتری شمارش  هر نمونه مشخص شده و

 در هر تیمار نسبت به تیمار شاهد مقایسه گردید. 
 
 یسرم یزیم های آنگیر اندازه

 ی آلکالین فسفاتاز گیر اندازه

لیتر میلی 7یک  لوله آزمایش انتخاب کرده به هر دو
لیتر پارانیتروفنیل فسفات میلی 722سوبسترای بافری )

لیتر بافر میلی 21لیتر آب مقطر+ میلی 21 دی سدیم+
درجه  91گلی سین( ریخته و در بن ماری در دمای 

لیتر میلی 7/2به لوله بلانک گراد قرار گرفت. سانتی
لیتر سرم اضافه میلی 7/2آب مقطر و به لوله تست 

ها بخوبی مخلوط گردید و در دمای شد. محتویات لوله
دقیقه قرار گرفت.  92مدت  گراد بهدرجه سانتی 91

لیتر هیدروکسید میلی 72ها سپس به هر یک از لوله

جذب  خوبی مخلوط شد. نرمال اضافه و به 22/2سدیم 
های تست در مقابل بلانک  در طول موج نوری لوله

 .(Keneko, 1989) نانومتر قرائت گردید 272
 
( یا ALTآلانین آمینوترانسفراز )ی گیر اندازه

 (GPTگلوتامات پیرووات ترانس آمیناز )

 گلوتاریکگرم اسید آلفا  182/2لیتر سوبسترا )میلی یک

 لیتر میلی 22گرم اسید دی ال آسپارتیک +  92/1+ 
نرمال+ چند قطره کلروفرم( به  7هیدروکسید سدیم 

 91داخل دو کووت اضافه کرده و دمای آنها را به 
لیتر سرم را میلی 2/2گراد رسانده سپس درجه سانتی

لیتر آب را به داخل میلی 2/2به داخل کووت تست و 

خوبی  ت کووت بهکووت بلانک ریخته و محتویا
 91مخلوط گردید. و یک ساعت در بن ماری در دمای 

لیتر معرف رنگی میلی 7گراد قرار گرفت. درجه سانتی
لیتر میلی 222گرم دی نیترو فنیل هیدرازین+  936/2)

اسید کلریدریک نرمال( به کووت ها اضافه شد و 
 72دقیقه در درجه حرارت اتاق قرار گرفتند.  22سپس 

نرمال به آنها اضافه و  2/2تر هیدروکسید سدیم لیمیلی
دقیقه جذب نوری لوله بلانک  1مخلوط گردید. بعد از 

تنظیم  21/2نانومتر روی عدد  121را در طول موج 

ها قرائت گردید نموده و جذب نوری کووت تست

(Kaneko, 1989.) 
 
( یا AST) ی آسپارتات آمینوترانسفرازگیر اندازه

 (GOTات ترانس آمیناز )گلوتات اگزال است

 کتوگلوتاریک/ گرم اسید آلفا 2232استثنای سوبسترا ) به
آب  لیتر میلی 22گرم از دی ال آلانین+  18/7 2+ 

 ,Keneko) است GPTمقطر( همانند سنجش 

1989). 

 
 (LDHی لاکتات دهیدروژناز )گیر اندازه

نانومتر قرار  922طول موج اسپکتروفتومتر را روی 
داده و جذب نوری را با آب مقطر صفر کرده دمای 

گرم  31/1اسید ال لاکتیک+  لیتر میلی 21/7سوبسترا )
 7هیدروکسید سدیم  لیتر میلی 1/3 پیروفسفات سدیم+

گرم نیکوتینامید آدنین دی نوکلئوتید(  83/2نرمال + 
 لیتر میلی 2/2رسانده شد سپس گراد درجه سانی 92به 

سرم به آن اضافه شد و مخلوط گردید و جذب نوری 
 & Anninoنانومتر قرائت گردید ) 922در طول موج 

Gese, 1976). 

 
 آنالیز آماری

استفاده  SPSS 16 افزار برای آنالیز اطلاعات از نرم

ها توسط آزمون کالموگراف  بودن داده نرمال گردید.
ها نیز توسط تست برابری واریانساسمیرنف همچنین 

 One Way ANOVAاز  لون مورد بررسی قرار گرفت.

برای بررسی تفاوت میانگین بین تیمارهای تحقیق 
داربودن تفاوت  استفاده گردید. برای بررسی معنی

در سطح  Duncanها از تست تکمیلی  میانگین
سرم  ایمنی یپارامترها استفاده شد 21/2داری  معنی

میزان قدرت  ،های سفید تعداد کلی گلبولخون شامل 
کشی سرم خون، میزان فعالیت لایزوزیم سرم  باکتری

های سرم خون شامل  خون و همچنین میزان آنزیم
LDH ،ALP ،SGOT  وSGPT یهابه روش 

ل یو تحل هیمورد سنجش و تجز یشگاهیمتداول آزما



 1 ... یها میو آنز یمنیا های شاخص بر نقره ذراتنانو ریتأثسراج و همکاران:  

استفاده از  آماری با های جدول نمودارها و  قرار گرفت.

 .افزار اکسل ترسیم شد نرم
 

 نتایج
در ماهی ذرات نقره نانونتایج مربوط به تعیین سمیت 

ساعت در  36و  12، 28، 22های در زمانشیربت 

ساعت بعد از  36در  LC50آورده شده است.  2جدول 
میکروگرم بر  721/2مجاورت با نانوذرات نقره برابر 

 لیتر بود.
 

ماهی شیربت در میزان سمیت نانوذرات نقره در . 2جدول 
 ساعت بعد از مجاورت 36و  12، 28 ،22های زمان

 ساعت36 ساعت12 ساعت28 ساعت22 کشنده غلظت

LC10 723/2 218/2 293/2 292/2 

LC50 788/2 797/2 221/2 721/2 
LC90 19/2 973/2 232/2 218/7 

LC99 33/2 217/2 219/2 218/7 

 
حداکثر غلظت مجاز و سمیت نانوذرات نقره در 

درصد( با حد بالا و  31ماهی شیربت )با اطمینان 
آورده  9ساعت مجاورت، در جدول  36پایین بعد از 

شده است. حداکثر غلظت مجاز نانو ذرات نقره در 

میکروگرم  721/2ساعت برابر با  36ماهی شیربت در 
 لیتر بود.بر میلی

 
در ماهی ذرات نقره نانوسمیت کثر غلظت مجاز و احد .3جدول 

 در ماهی شیربت با حدود بالا و پایین%( 31شیربت )با اطمینان 
 ساعت مجاورت 36بعد از 

LC50 36 
 ساعته

حد 
 بالا

حد 
 پایین

 حداکثر غلظت مجاز
(MACµg/l) 

721/2 781/2 288/2 279/2 

 

در  میانگین تعداد گلبول سفیدمیزان تغییرات 
در  گیری مختلف نمونه هایزماندر مختلف تیمارهای 

آورده شده است. تعداد گلبول سفید  ماهی در  7شکل 
و در  27و  72های روزدر   G5و G4های تیمار

نسبت به روز صفر  27در روز   G2و  G3تیمارهای 
با افزایش میزان . (>21/2P)داری یافت  افزایش معنی

مدت طول تماس ماهی با دوز و همچنین با افزایش 
نانو ذزات نقره تعداد گلبول سفید خون افزایش یافت و 

و مربوط  27در روز  ،یدبیشترین میزان تعداد گلبول سف
 .مشاهده شد G5به تیمار 

 

 

 
گیری. حروف  مختلف نمونه هایزماندر مختلف در تیمارهای  خطای استاندارد( تعداد گلبول سفید±میانگین )میزان تغییرات  .1شکل 

 غلظتدرصد  8و  2 ،2، 7، 2ترتیب حاوی  به G5و  G1 ،G2 ،G3 ،G4 تیمار (.P<21/2د )باش میدار  دهنده تفاوت معنی نشان نامشابه

LC50   باشد.میکروگرم بر لیتر( می 721/2ساعت بعد از مجاورت با نانوذرات نقره ) 36در 
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کشی در تیمارهـای    تغییرات میانگین قدرت باکتری

 2بـرداری در شـکل     های مختلف نمونهمختلف در زمان
               کشـی سـرم در                    قـدرت بـاکتری  نشان داده شده اسـت.  

ــایر تیمــار 27و  72هــای در روز G5        تیمــار  ــا و در س ه

         افـزایش        داری        معنـی طـور    به 27در روز  G1جز تیمار   به
                                با افزایش طول مدت تمـاس مـاهی     . (>P 2 /  21 )     یافت 

                                                      با نانوذرات نقـره و همچنـین افـزایش غلظـت میـزان      
                                       کشی افـزایش یافـت. بیشـترین میـزان                  قدرت باکتری

 مشاهده شد. 27و در روز  G5                افزایش در تیمار 
تغییرات میانگین فعالیت لیزوزیم در تیمارهای 

 9های مختلف نمونه برداری در شکل مختلف در زمان
میزان فعالیت لیزوزیم سرم در نشان داده شده است. 

در روز  G4و در تیمار  27و  72در روزهای  G5تیمار 
ی را نشان داد دار معنیافزایش نسبت به روز صفر  27

(21/2P<) بیشترین فعالیت لیزوزیم از نظر عددی در .
 مشاهده شد. G5تیمار 

تغییرات میانگین آلکالین فسفاتاز در تیمارهای 

 2برداری در شکل  های مختلف نمونهمختلف در زمان
، 1های در روز G5در تیمار  تنها نشان داده شده است.

 آلکالین فسفاتازی در میزان دار معنیافزایش  27و  72

 (.>21/2P) نسبت به روز صفر مشاهده شد
تغییرات میانگین لاکتات دهیدروژناز در تیمارهای 

های مختلف نمونه برداری در نمودار مختلف در زمان
، 1هایدر روز G5در تیمار نشان داده شده است.  1

نسبت به روز صفر ی دار معنیافزایش  27و  72
در تیمار  میزان آنهمچنین . (>21/2P) مشاهده شد

G3  ی نسبت به  سایر دار معنیافزایش  72در روز
در  .(>21/2P)نشان داد  ی راگیر نمونههای زمان

ها نیز اگرچه در ابتدا میزان آنزیم بررسی سایر تیمار
لاکتات دهیدروژناز، افزایش یافته است ولی در انتهای 

دوره کاهش نسبی را نشان داد که نسبت به گروه 
 .(< 21/2P)نبود  دار معنیکنترل 

 

 
ی. حروف گیر نمونهمختلف  های زماندر مختلف در تیمارهای  کشی خطای استاندارد( قدرت باکتری±میانگین )میزان تغییرات  .2شکل 
لظت غدرصد  8و  2 ،2، 7، 2ترتیب حاوی  به G5و  G1 ،G2 ،G3 ،G4 تیمار (.P<21/2د )باش می دار معنیدهنده تفاوت  نشان نامشابه

LC50  باشد.میکروگرم بر لیتر( می 721/2ساعت بعد از مجاورت با نانوذرات نقره ) 36در 
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ی. حروف گیر نمونهمختلف  هایزماندر مختلف در تیمارهای  خطای استاندارد( فعالیت لیزوزیم±میانگین )میزان تغییرات  .3شکل 
 غلظتدرصد  8و  2 ،2، 7، 2ترتیب حاوی به G5و  G1 ،G4 ،G3 ،G4 تیمار (.P<21/2د )باش می دار معنیتفاوت  دهنده نشان نامشابه

LC50   باشد.میکروگرم بر لیتر( می 721/2ساعت بعد از مجاورت با نانوذرات نقره ) 36در 

 

 
ی. حروف گیر نمونهمختلف  هایزماندر مختلف در تیمارهای  خطای استاندارد( آلکالین فسفاتاز±میانگین )میزان تغییرات  .4شکل 

در   LC50 لظتغ 8و  2، 2، 7، 2ترتیب حاوی به G5و  G1 ،G4 ،G3 ،G4تیمار  (.P<21/2د )باش می دار معنیتفاوت  دهنده نشان نامشابه
 باشد.میکروگرم بر لیتر( می 721/2ساعت بعد از مجاورت با نانوذرات نقره ) 36

 
تغییرات میانگین گلوتات اگزال استیک ترانس آمیناز 

(GOTدر ) های مختلف تیمارهای مختلف در زمان

میزان آنزیم آورده شده است.  6برداری در شکل نمونه

GOT  در تیمارG3 های و در تیمار 27و  72های در روز
G4  وG5 داری  افزایش معنی 27و  72، 1های در روز

 . (>21/2P)نسبت به روز صفر نشان داد 
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ی. حروف گیر نمونهمختلف  هایزماندر مختلف در تیمارهای  خطای استاندارد( لاکتات دهیدروژناز±میانگین )میزان تغییرات  .5شکل 
  LC50 غلظت 8و  2 ،2، 7، 2 ترتیب حاوی به G5و  G1 ،G4 ،G3 ،G4تیمار  (.P<21/2د )باش می دار معنیتفاوت  دهنده نشان نامشابه

 باشد.میکروگرم بر لیتر( می 721/2ساعت بعد از مجاورت با نانوذرات نقره ) 36در 

 

 
مختلف  هایزماندر مختلف در تیمارهای گلوتات اگزال استیک ترانس آمیناز خطای استاندارد( ±میانگین )میزان تغییرات  .6شکل 
و  2، 2، 7، 2ترتیب حاوی به G5و  G1 ،G4 ،G3 ،G4تیمار  (.P<21/2د )باش می دار معنیتفاوت  دهنده نشان نامشابهی. حروف گیر نمونه

 باشد.میکروگرم بر لیتر( می 721/2ساعت بعد از مجاورت با نانوذرات نقره ) 36در  LC50 غلظت 8

 

پیرووات ترانس آمیناز  تغییرات میانگین گلوتامات
(GPTدر تیمارهای مختلف در زمان ) های مختلف

میزان آنزیم مشاهده شد.  1نمونه برداری در شکل 

GPT های در تیمارG4  وG5 و  72، 1های در روز
ی دار معنیافزایش  72در روز  G3 و در تیمار 27

 .(>21/2P)نسبت به روز  صفر مشاهده شد 
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مختلف  هایزماندر مختلف در تیمارهای گلوتامات پیرووات ترانس آمیناز خطای استاندارد( ±میانگین )میزان تغییرات  .7شکل 

و  2، 2، 7، 2حاویترتیب  به G5و  G1 ،G4 ،G3 ،G4تیمار (. P<21/2)د باش می دار معنیتفاوت  دهنده نشان نامشابهی. حروف گیر نمونه
 باشد.میکروگرم بر لیتر( می 721/2ساعت بعد از مجاورت با نانوذرات نقره ) 36در  LC50 غلظت 8

 

 گیریو نتیجه بحث
 L-2000 نانوذرات نقرهنشان داد که  ینتایج تحقیق جار

 Barbus) دارای سمیت بالایی در ماهی شیربت

grypus)  تلفاتدرصد  12بوده و غلظت ایجادکننده 
(LC50)  ساعته با  36بعد از مجاورتL-2000  برای

در لیتر مشخص  گرم میلی 721/2ماهی شیربت برابر 
 یاقتصاد یها گونهت نانوذرات مختلف در یگردید. سم

شده است که  یگیر اندازهقات مختلف یدر تحق یماه
 ه نمود:ر اشاریتوان به موارد زیاز آن جمله م

Shabzadeh et al. (2009 ) ذرات غلظت نوعی نانو
را  (Oncorhynchus mykiss)آلا  در ماهی قزل نقره

که   در لیتر گزارش نمودند گرم میلی 1حدود 
قزل آلا نسبت به  یمقاومت بالاتر ماه دهنده نشان

 Bar نیباشد. همچنیبه نانوذرات نقره مشیربت  یماه

Illan et al. (2009 ) نیز سمیت نانوذرات نقره و طلا

ه و ( مطالعDanio rerioزبرا )را در جنین ماهی 

سمیت بالای نانوذرات نقره را در این ماهی گزارش 
که نانوذرات طلا فاقد سمیت برای  نمودند، درصورتی

علت قدرت  این ماهی بود. که البته در نانوذرات طلا به
در  یادیز ، کاربرد مت بالاین و قییپا ییایضد باکتر

در  Chae et al. (2009)ها ندارند.  کننده یضدعفون
کشنده نانو ذرات نقره  غلظتاعلام کردند که  یگزارش

در  یق جاریک با نانوذرات تحقیبا اندازه ذرات نزد
 گرم میلی 12( Oryzias latipes) یژاپن یمداکا یماه

نسبت  ییساعت بود. که مقاومت بالا 22تر بعد از یدر ل
باشد. اندازه ذرات نانو در با ین ماده میت ایبا سم

ت آنها مرتبط است و هرچه اندازه ذرات نانو یسم
ز یها نت آنیشتر و سمیآنها ب ییتر باشد کاراکوچک

در  Choi et al. (2010) که یطور هبالاتر خواهد بود ب
نانو  22دوز کشنده نانو ذرات نقره با اندازه  یقیتحق

 یگورخر یماه ساعت، در 22 یمتر را ط

(Aphanius vladykovi )722 تر یدر ل گرم میلی
ن استفاده از نانوذرات نقره در یهمچن . گزارش نمودند

ت با یز کاهش سمیآلا ن قزل یتر در ماه اندازه بزرگ
 .Bilberg et al که یطورهدنبال داشته است بهب

نانومتر را  712ز یدوز کشنده نانو ذرات نقره با سا (1997)
 Oncorhynchus)کمان  نیرنگ یآلا قزل یماهدر 

mykiss) گزارش نمودند گرم میلی 722تا  72 در حدود. 
ویژه  ههای مناسب نانوذرات نقره، برغم ویژگیعلی

اثرات ضد باکتریایی و ضد ویروسی، که در تحقیقات 
در این تحقیق مشخص شد  مختلف گزارش شده است

فاکتورهای  مثبت این نانو ذره بر روی تأثیرکه علاوه بر 
های سرمی  ایمنی، دارای اثراتی بر روی میزان آنزیم

 باشد.نیز می
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های تحت کشـنده نـانوذرات نقـره بـر     غلظت تأثیر

ــزایش    ــث اف ــیربت باع ــاهی ش ــی م ــای ایمن فاکتوره
هـای  که تعداد گلبول  طوری  فاکتورهای ایمنی گردید به

  و     27  و     72      هـای     روزدر   G5و G4      هـای          در تیمارسفید 

                  نسبت به روز صـفر   27در روز   G2و  G3    های         در تیمار
                 میـزان فعالیـت     .  (>p 2 /  21 )         ی یافـت     دار        معنـی   ش ای   افز

و در  27و  72در روزهـای   G5           در تیمـار                لیزوزیم سـرم  
ــار  ــفر   27در روز  G4تیم ــه روز ص ــبت ب ــزایش نس          اف

ــدرت  (>p 2 /  21 )                ی را نشــان داد    دار        معنــی                   . همچنــین ق
 27و  72هـای  در روز G5           در تیمـار       سرم           باکتری کشی 

طـور    بـه  27در روز  G1ها به جزء تیمار و در سایر تیمار
ــی ــت     ی   دار            معنــــ ــزایش یافــــ    . (>p 2 /  21 )                         افــــ

Gopalakannan & Arul (2006)   ــداد                  افــزایش تع
                                               ها را در افزودن کیتین، کیتوزان و لوامیزول بـه        لکوسیت

ــولی  ه       تغذیــ    (Cyprinus carpio)                       مــاهی کپــور معم
                              در مطالعـات متعـددی اثـرات             همچنـین    .           گزارش دادند

                                                    ضد باکتریایی مناسب نانوذرات نقره بر باکتری اشرشـیا  
                            های بیماری زای انسانی گزارش                   کولی و برخی باکتری

                                           لیزوزیم پروتئینی بـا ارزش در مـاهی اسـت    .        شده است
                                                   که یکی از اجزای مهم ایمنـی غیـر اختصاصـی مـاهی     

       سـازی                هـا، فعـال     تری                                بوده و باعث تخریـب جـدار بـاک   
        عنـوان                 خـواری، بـه                                      کمپلمان و افزایش فعالیـت بیگانـه  

                                  گردد. افـزایش فعالیـت لیـزوزیم                       اپسونین، در ماهی می

              هـا و برخـی                       های ایمنـی، واکسـن                   بعد از تجویز محرک
                                      ها در ماهی گزارش گردیده است. همچنـین           پروبیوتیک

ــاهی   ــزوزیم ســــرم در مــ                                                        افــــزایش فعالیــــت لیــ
(Psedcosciaena crocea)     و ماهی کپـور معمـولی                       

                                 های ایمنـی گـزارش شـده اسـت.                     بعد از تجویز محرک
          میـزان و           تـأثیر                       کشی سرم بیشـتر تحـت                قدرت باکتری

             باشـد ایـن                              هـای موجـود در سـرم مـی                  فعالیت پروتئین
                                          ها در سرم افزایش تخریب عوامل میکروبـی را         پروتئین

                                              صورت غیر اختصاصی باعث شـده و باعـث افـزایش        به
 ,.Choi et al)       شـوند                    ایمنـی مـاهی مـی             قدرت پاسخ 

2010; Raa et al., 1992; Kajita et al., 1990).   
، ALPسرم شامل  های سرمی،آنزیمدر مورد 

LDH ،SGOT ،SGPT  آنزیممیزان ALP  فقط در

افزایش  27و  72، 1های و در روز G5تیمار 
و در  (>21/2p) ی نسبت به روز صفر یافتدار معنی

ها میزان آنزیم از نظر عددی ابتدا افزایش و سایر تیمار

میزان  نبود. دار معنیسپس کاهش نسبی یافت که 
 27و  72، 1 هایدر روز G5در تیمار  LDHآنزیم 

. (>21/2p) نسبت به روز صفر یافتی دار معنیافزایش 
ی دار معنیافزایش  72، در روز G3در تیمار همچنین 

 مشاهده شد یگیر نمونههای نسبت به سایر زمان
(21/2p<).  میزان آنزیمSGOT  در تیمارG3  در

در  G5و  G4های و در تیمار 27و  72های روز
نسبت به روز ی دار معنیافزایش  27و  72، 1روزهای 

 SGPTمیزان آنزیم همچنین . (>21/2p) صفر یافت
و در  27و  72، 1های در روز G5و  G4های در تیمار

ی نسبت به روز  دار معنیافزایش  72در روز  G3 تیمار
  .(>21/2p)صفر مشاهده شد 

دهد، با افزایش طول مدت نتایج فوق نشان می
تماس ماهی با نانوذرات نقره و همچنین افزایش 

یابد  های سرم افزایش می غلظت نانونقره میزان آنزیم
ها در انتهای دوره در و کاهش نسبی در میزان آنزیم

در تحقیقی که بر روی  باشد.میاثر آداپته شدن ماهی 
های سم دیازینون در ماهی بنی انجام شد میزان آنزیم

ی دار معنیافزایش  LDHو  ALPسرمی شامل 

ها کاهش و یا افزایش خاصی داشته ولی سایر آنزیم
در همچنین  (.Mohammadi, 2011نداشتند )

( بر روی 2009) .Farkas et alای که مطالعه
 (Oncorhynchus mykiss)های کبد ماهی سلول

گردید که نانوذرات نقره باعث انجام داد مشخص 
های داخل کاهش متابولیتهمچنین آسیب کبدی و 

 شود. کبدی میهای  سلولسلولی، 
با افزایش میزان با توجه به نتایج این تحقیق، 

غلظت و همچنین با افزایش مدت طول تماس ماهی 
تعداد گلبول سفید خون و قدرت با نانو ذزات نقره 

باکتری کشی افزایش یافت و بیشترین میزان تعداد 

کشی، لیزوزیم، آلکالین ید، قدرت باکتریگلبول سف
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و مربوط به  27در روز  فسفاتاز و لاکتات دهیدروژناز

مشاهده شد. با افزایش میزان آنزیم های  G5تیمار 
SGPT  وSGOT در تیمارهای  G4 وG5  در روز

تواند  نانو ذرات نقره میمی توان بیان نمود که  27

های کاهش متابولیتباعث آسیب کبدی و همچنین 
ازآنجاکه  کبدی شود.های داخل سلولی، سلول

های بالای نانوذرات نقره سمیت بیشتری را  غلظت
توان گفت که ماهی  برای ماهی شیربت ایجاد نمود می

بالایی را  مقاومتها  شیربت در مقایسه با سایر گونه
 دهد.نشان می

ت که استفاده از نانوذرات نقره فتوان گدر کل می

                                سمیت نسبتا  بالایی در ماهی شیربت  ،در دوزهای بالا
داشته اگرچه دارای خواص ضد باکتریایی بوده و 

کند ولی چون باعث القای سیستم ایمنی را تقویت می

برخی تغییرات استرسی در فاکتورهای سرمی ماهی 
ردند. لذا در استفاده از این نانوذرات باید با گمی

شده از طرف مراکز علمی توجه نموده و  دوزهای اعلام
الامکان زمان مصرف نانوذرات نیز حداقل باشد.  حتی

تواند به عنوان در ضمن استفاده زیاد نانوذرات می
 .تهدیدی برای محیط زیست مطرح باشد
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