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  چكيده
هـاي خـوني مـاهي    در اين تحقيق، به منظور بررسي سميت حاد فلز سنگين مـس بـر شـاخص   

 Cu(NO3)2گرم در ليتر نيترات مس ميلي 10و  5، 0هاي قطعه ماهي در مجاورت غلظت 135فيتوفاگ، 
گرم در ليتر تعيين گرديـد. نتـايج نشـان داد تعـداد     ميلي 5/2آن  LC50 - 24hميزان قرار گرفتند. 

داري معنـي  طـور  بـه با افزايش غلظت نيترات مس و با گذشت زمان  )WBC(هاي سفيد خون گلبول
)05/0P<(هاي قرمز ) كاهش يافت. تعداد گلبولRBC(  اختلاف معنـي  ) 05/0داري نشـان نـدادP≥ .(

) >05/0Pداري (معني طور بهسطوح هموگلوبين خون با افزايش غلظت نيترات مس و با گذشت زمان 
تغييـرات سـطوح   )، MCV(كاهش يافت. ميزان هماتوكريت، ميانگين تغييرات حجم متوسط سلولي 

در ) MCHC( اي ذرهو ميـانگين تغييـرات غلظـت هموگلـوبين      )MCH( ايمتوسط هموگلـوبين ذره 
گليسـريد  ) نشان داد. سطوح تري>05/0Pداري (مورد مطالعه با گذشت زمان كاهش معنيتيمارهاي 

). سطوح گلوكز پلاسـماي  P≤05/0دار نبود (معني داري تغيير كرد، اما سطوح كلسترولمعني طور به
). >05/0Pداري نشان داد (ساعت اختلاف معني 24و  12خون با افزايش غلظت نيترات مس در زمان 

       گـرم در ليتـر نسـبت بـه شـاهد كـاهش      ميلي 5ساعت در تيمار  24پروتئين كل در زمان سطوح 
هـاي سـفيد نشـان داد تعـداد     نتايج شمارش افتراقـي گلبـول   ) را نشان داد.P> 05/0داري (معني

هـا بـا گذشـت    ها و منوسيت) كاهش يافت. تعداد نوتروفيلP≤05/0داري (معني طور بهها لنفوسيت
). بـر اسـاس نتـايج    P>05/0داري افزايش يافـت ( معني طور بها افزايش غلظت نيترات مس زمان و ب

هاي مورد مطالعه داري بر بسياري از شاخصهاي تحت حاد نيترات مس تغييرات معنيحاصل، غلظت
ايجاد كرد و سميت شديدي بر ماهي فيتوفاگ برجاي گذاشت كه با افزايش غلظت و زمان مجـاورت  

هاي تحـت حـاد مـس    مقاومت كمي در برابر غلظت ،توان گفت اين گونه. بنابراين، ميتشديد گرديد
  دارد.

  )Hypophthalmicthys molitrix(اي هاي خوني، كپور نقرهمس، شاخصكليدي:  واژگان
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  مقدمه

فلزات سنگين از منابع كشاورزي، شهري و صـنعتي  
به آبها رهاسازي و بدين طريق به ماهي و انسان منتقل 

زيستي (بيوماركر) آسـان   هاي شاخص. ماهيان شوند مي
آبـي   هـاي  پيكـره و قابل اعتمادي از آلـودگي مـس در   

). Taylor et al., 2000; Lodhi et al., 2006( هسـتند. 
هاي بيوشيميايي جهت تشـخيص اثـرات   اخيراً، شاخص

تحت كشنده مواد سمي مختلف از جمله فلزات سنگين 
. )Theodorakis et al., 1992( رونـد در ماهيان بكار مي

هاي تحت كشنده فلزات سـنگين بـر فراينـد    غلظت اثر
مطالعـه نشـده اسـت.     خوبي بهفيزيولوژيكي در ماهيان 

و نــام  Silver carpمــاهي فيتوفــاگ بــا نــام انگليســي 
ــي ــيHypophthalmichthys molitrix  علم از  يك

باشـد كـه بـه    هاي ماهيـان گرمـابي مـي   گونه ترين مهم
سريع، قابليت سـازگاري وسـيع و گوشـت    واسطه رشد 
هـاي غالـب در تركيـب ماهيـان گرمـابي      لذيذ از گونـه 

  ).1375رود (نظري، پرورشي به شمار مي
مس يكي از عناصر سنگين با سميت شـديد بـراي    

، ولـي تركيبـات آن در پـرورش مـاهي،     باشـد  ميماهي 
ها و همچنين در پيشـگيري و  براي از بين بردن جلبك

رود. اثـر  هاي ماهي، به كار مـي از بيماري درمان برخي
كش به مس به صورت نيترات مس كه به عنوان جلبك

برابر بيشتر از ساير فلـزات   3ها تا رود، بر آبششكار مي
سنگين گزارش شده است. با توجه به اينكـه تغييـرات   

هاي آبـي، اثـرات سـوء    غلظت فلزات سنگين در محيط
آبزي بـه ويـژه انـواع    زيستي قابل توجهي بر موجودات 

فلزات سـنگين در زيسـت آبزيـان     تأثيرها دارند، ماهي
ــر،   ). 1382بســيار حــائز اهميــت اســت (امينــي رنجب

آلودگي آب با تركيبات يا عناصر فلزات سنگين، منجـر  
به مسـموميت خـوني ماهيـان و بـه دنبـال آن تلفـات       
مســتقيم و يــا مســموميت مــزمن و تغييــرات مهــم در 

شود كه نتيجه آن عـدم توانـايي   ان ميفيزيولوژي ماهي
جانور براي ادامه حيات خواهد بـود (جلالـي و آقـازاده،    

). خون به عنـوان يـك شـاخص مهـم، وضـعيت      1385
آناليز خون  دهد.هاي بدن را نشان ميفيزيولوژيك اندام

محيطي از نظـر پارامترهـاي همـاتولوژي، سـرولوژي و     
شناســي ســم بيوشــيميايي در تشــخيص بيماريهــا،  

متابوليك و كنترل روند زيستي موجودات زنده از جمله 
). برخـي از  1383كند (غلاميان، آبزيان به ما كمك مي

پارامترهاي خوني به عنوان شاخص آلـودگي فلـزات در   
 ,Shah & Altindag( شـوند محيط آبي محسـوب مـي  

ــدازه). 2005 ــيم انـ ــاي بيوشـ ــري پارامترهـ ايي و يگيـ
يك ابزار تشخيصي  عنوان بهد توانفيزيولوژيك خون مي

 Xiaoyan et(در سم شناسي و پايش زيستي بكار رود 

al., 2009 .(      تغييـر در ميـزان و سـطوح ايـن پارامترهـا 
هاي ماهيان بـه تغييـرات   تواند منعكس كننده پاسخمي

 ,.Satheeshkumar et al(در محيط زندگي آنها باشـد  

آنجا كه اطلاعات كافي در مورد اثر فلز مـس   از ).2010
بر گونه فيتوفاگ پرورشي وجود نـدارد و بـا توجـه بـه     
اهميت موضوع، ايـن مطالعـه بـا هـدف بررسـي اثـرات       

هـاي هـدف و   فيزيولوژيكي فلز سنگين مـس بـر بافـت   
ــرولوژيكي و    ــيتولوژيكي، سـ ــاي سـ ــي فاكتورهـ برخـ

  بيوشميايي خون به انجام رسيد.
  

  ها روشمواد و 
قطعه ماهي فيتوفاگ پرورشي با ميانگين  135 تعداد

 مترسانتي 2/17 ± 2گرم و طول  6/52 ± 1/8وزن 
. پس از سازگاري با محيط، ماهيان بر انتخاب شد

ليتري  100آكواريوم  9اساس تيمارهاي مورد نظر در 
ليتر آب چاه (بدون خروجي و مجهز به  90حاوي 

قطعه ماهي در هر آكواريوم  15هوادهي) و به تعداد 
گروه، شامل گروه شاهد  3رهاسازي شدند. در مجموع 

گرم در ميلي 10و  5تيمارهاي با غلظت  هاي گروهو 
ليتر نيترات مس و هر گروه با سه تكرار در نظر گرفته 

  شد.
هاي مورد نظر نيترات مس از جهت تهيه غلظت

كه، ابتدا  طوريه حجمي استفاده شد. ب -روش جرمي 
گرم) و  05/4ميزان كل فلز مورد نياز محاسبه شده (

پس از حل كردن در يك ليتر آب مقطر، محلول 
حجم معيني از محلول  استوك تهيه گرديد. سپس
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گرم در ليتر ميلي 5براي غلظت  ليترميلي 111ذخيره (
گرم در ليتر) به ميلي 10سي سي براي غلظت  222و 

ساعت با  LC50 - 24ها افزوده شد. ميزان اكواريوم
 SPSS16تحت  Probitافزاري استفاده از برنامه نرم

  تعيين گرديد.
  

  سيتولوژيك هاي شاخصبررسي 
ساعت پس از  24و  12نمونه برداري از ماهيان در  

    انجام شد.  ها آكواريومافزودن آب حاوي فلز به 
ميلي  2هاي با حجم گيري با استفاده از سرنگخون
و از پشت  (caudal vein)، از ناحيه سياهرگ دمي ليتر

ليتر ميلي 2باله مخرجي انجام شد. در هر مرحله مقدار 
هاي سيتولوژيك گيري شاخصدازهخون گرفته شد. ان

سفيد و قرمز با  هاي گلبولخون از قبيل شمارش 
استفاده از لام نئوبار و با محلول رنگي رقيق كننده 
ريكس به ترتيب با رقت يك بيستم و يك دويستم 

 ها، از انجام شد. جهت شمارش افتراقي لكوسيت
هاي تهيه ها گسترش خوني تهيه گرديد. گسترشنمونه
درصد به  10آميزي با رنگ گيمساي پس از رنگ شده

دقيقه، با استفاده از ميكروسكوپ نوري  30مدت 
شمارش گرديد. ميزان هماتوكريت به روش ميكرو 

دقيقه و سطوح  5به مدت  7000هماتوكريت با دور 
هموگلوبين با استفاده از كيت پارس آزمون و با طول 

گيري اندازه نانومتر به روش اسپكتروفتومتري 546موج 
شد. جداسازي پلاسما از خون توسط سانتريفوژ (مدل 

200 Labofuge  ساخت شركتHeraeus Sepatech ،
دور انجام  3000دقيقه در  10ساخت آلمان) به مدت 

    گرفت. سپس با استفاده از ميكروسمپلر، پلاسما به 
گذاري شده و با مشخصات كامل هاي شمارهاپندورف

سنجش پارامترهاي مورد نظر در  منتقل و تا زمان
گراد نگهداري شدند درجه سانتي –20دماي 

(Pottinger & Carrick, 2001) .گلوكز به  ميزان
صورت آنزيمي و كالريمتريك با روش فتومتريك با 

         نانومتر و مقادير كلسترول،  546طول موج 
گليسريد، پروتئين كل و آلبومين با دستگاه تري

 شركت ،UV/VIS – 6505اسپكتروفتومتر (مدل 
Jenway،  كيت پارس  كارگيري بهساخت انگليس) و

نانومتر و در  540آزمون (ساخت ايران) با طول موج 
  گيري شد.گراد اندازهدرجه سانتي 25دماي 
  

  مطالعات آماري
با استفاده از برنامه آماري  ها دادهآناليز آماري،  

SPSS 14.0  آناليز واريانس يك طرفهو به روش     
)One – way ANOVA( .انجام گرديد  

  
  نتايج

ــانگين دمــاي آب  ــراد، درجــه ســانتي 24 ± 1مي گ
، ميـانگين شـوري   2/5 ± 8/0ميانگين اكسيژن محلول 

 8 ± 2/0معادل  pHدر هزار و ميانگين  1 ± 02/0 آب
ساعت همه ماهيان هـر دو تيمـار تلـف     24بود. پس از 

شدند. ماهيان بلافاصله پس از افـزودن آب حـاوي فلـز    
نيترات مس، دچار حركت چرخشـي شـده و در سـطح    

گذشت رفتار پرشي ماهيان به آب تجمع كردند. پس از 
شناي معكوس مشاهده گرديد. عوارضي از قبيل بيرون، 

هـا، تـورم در   ) آبشـش يگ ـرنو بي يرنگتغيير رنگ (كم
ها، ايجاد ناحيه كمان آبششي، سفيد رنگ شدن آبشش

خون در آبشش، تورم و تيرگي كيسـه صـفرا    هاي لخته
  در ماهيان تحت تيمار مشاهده گرديد.

بـا افـزايش    )WBC(سـفيد خـون    هاي گلبولتعداد 
  داري معني طور بهغلظت نيترات مس و با گذشت زمان 

)05/0P<كه كمتـرين تعـداد    طوريه ) كاهش يافت. ب
متر مكعب خـون)  عدد در هر ميلي 7000 ± 500آن (

گـرم در ليتـر نيتـرات    ميلي 5در غلظت  24در ساعت 
قرمـز   هـاي  گلبـول مس مشاهده گرديد. نتايج شمارش 

هــاي خــون ماهيــان قــرار گرفتــه در مجــاورت غلظــت
مختلف نيترات مس با افزايش غلظت و زمان مجـاورت  

ــان  ــي نش ــير نزول ــداد  ≤05/0Pداد ( س ــرين تع ). كمت
عـدد در هـر    1610000 ± 150000قرمز ( هاي گلبول
گـرم  ميلـي  5متر مكعب خون) در تيمار با غلظت ميلي

ثبت گرديد. سـطوح   24در ليتر نيترات مس در ساعت 
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هموگلوبين خون با افزايش غلظـت نيتـرات مـس و بـا     

) كـاهش  >05/0Pداري (معنـي  طـور  بـه گذشت زمـان  
گـرم   8/4 ± 2/0كه حداقل ميزان آن ( طوريه يافت. ب

گرم در ليتر در ميلي 5ليتر) در تيمار با غلظت در دسي
  بود.  24ساعت 

ميزان هماتوكريت خون با افـزايش غلظـت نيتـرات    
مس و با گذشت زمان افـزايش يافـت و بـين تيمـار بـا      

 24گـرم در ليتـر بـا شـاهد در سـاعت      ميلـي  5غلظت 
 طوريه ) مشاهده گرديد. بP>05/0دار (اختلاف معني

درصــد) در تيمــار  28 ± 1/3كــه حــداقل ميــزان آن (
درصد) در تيمار با  36 ± 4شاهد و حداكثر ميزان آن (

سـاعت بـود.    24گرم در ليتـر در زمـان   ميلي 5غلظت 
ميانگين تغييـرات حجـم متوسـط سـلولي بـا افـزايش       

دار مختلف فاقد اختلاف معنـي  هاي زمانغلظت سم در 
)05/0P≥.بود (   

ــوبين    ــت هموگل ــرات غلظ ــانگين تغيي در  اي ذرهمي
سـاعت اخـتلاف    12تيمارهاي مورد مطالعـه در زمـان   

) نشان نداد. در حاليكه در ساعت ≤05/0Pداري (معني
گـرم در ليتـر و تيمـار شـاهد     ميلـي  5بين غلظـت   24

) مشاهده گرديد. تغييرات >05/0Pداري (كاهش معني
بـين   12اي در سـاعت  ذرهسطوح متوسط هموگلوبين 

) نشان نـداد. در  ≤05/0Pتيمارها اختلاف معني داري (
گرم در ليتـر در زمـان   ميلي 5كه تيمار با غلظت  حالي

) نسـبت بـه   >05/0Pداري (معنـي  ساعت كـاهش  24
  ).1تيمار شاهد نشان داد (جدول 

  
  هاي سيتولوژيك خون ماهي فيتوفاگ در معيار تغييرات شاخص ميانگين و انحراف -1جدول 

  مختلف هاي زمانهاي مختلف نيترات مس در غلظت
  ساعت 24  ساعت 12  زمان مجاورت

  )mg/lit(غلظت 
 *10  5  0  10  5  0  شاخص

n/mm3(  516 ± 18000گلبول سفيد (  b 196± 16666 a a 5960 ± 14166  b 1607± 17500  a 500 ± 7000  -  
n/mm3(  122542 ± 2000000( گلبول قرمز  a 227229± 1890000  a 110201 ± 1800000  a 113173 ± 1990000  a 150000± 1610000  a -  

gr/dl(    8/0 ± 7/8هموگلوبين ( b   9/0 ± 4/7 a     1/0 ± 7 a  5/0 ± 7/8 b   2/0 ± 8/4 a -  
28 ± 2/3     (%) هماتوكريت  a     4/3 ± 32  a  4/2 ± 6/32  a   9/4 ± 28  a 4 ± 36  b -  
MCV   2/13 ± 3/182  a   15 ± 170  a    6/21 ± 190  a   9/14 ± 182  a 20 ± 1/157  a -  

MCHC 2/3 ± 3/25  a   8/0 ± 5/26  a  1/1 ± 9/24  a 2/3 ± 3/25  b 4/0 ± 4/15  a -  
MCH    9/9 ± 47  a    4/4 ± 5/50  a        3 ± 2/52  a 8/9 ± 5/46  b 4/3 ± 4/30  a -  

 12دار در زمـان  : حروف متفاوت نشانه اختلاف معنـي a,bتلف شدند.  24ميلي گرم در ليتر تا ساعت  10*همه ماهيان در مجاورت غلظت 
  ساعت است. 24دار در زمان حروف متفاوت نشانه اختلاف معني :a,bساعت است. 

  
گليسريد پلاسماي ح تري سطو نتايج روند تغييرات

داري اختلاف معني 12خون در بين تيمارها در ساعت 
)05/0P≥بين  24كه در ساعت  ) نشان نداد. در حالي

دار گرم در ليتر و شاهد اختلاف معنيميلي 5تيمار 
)05/0<Pكه كمترين  طوريه ) مشاهده گرديد. ب

گرم در ليتر) در مجاورت ميلي 6/20 ± 7ميزان آن (
ساعت  24گرم در ليتر در زمان ميلي 5با غلظت 

مشاهده گرديد. سطوح كلسترول پلاسماي خون با 
افزايش غلظت نيترات مس و با گذشت زمان تغييرات 

سطوح  ).P≤05/0داري بين تيمارها نشان نداد (معني
گلوكز پلاسماي خون با افزايش غلظت نيترات مس در 

نشان داد و در داري ساعت اختلاف معني 12زمان 
 ± 5/3گرم در ليتر به كمترين ميزان (ميلي 10غلظت 

  ليتر) رسيد. گرم در دسيميلي 9/34
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) بين P>05/0داري (نيز كاهش معني 24در ساعت 
گرم در ليتر و شاهد مشاهده ميلي 5تيمار با غلظت 

گرديد. سطوح توتال پروتئين پلاسماي خون با افزايش 
نشان  12لي را در ساعت غلظت نيترات مس سير نزو
 ). در حالي≤05/0Pدار بود (داد، اما فاقد اختلاف معني

گرم در ليتر نسبت ميلي 5در تيمار  24كه در ساعت 
) و P>05/0داري را نشان داد (به شاهد كاهش معني

ليتر) گرم در دسيميلي 5/0 ± 003/0به حداقل (
 5هاي رسيد. سطوح آلبومين پلاسماي خون در غلظت

نسبت به شاهد  12گرم در ليتر در ساعت ميلي  10و 
  ). P>05/0داري نشان داد (معني كاهش

 1/0به كمترين ميزان ( 12كه در ساعت  طوريه ب
گرم در ميلي 10ليتر) در غلظت گرم در دسي 06/2 ±

گرم در ليتر ميلي 5كه در تيمار  ليتر رسيد. در حالي
داري نسبت به شاهد افزايش معني طور به 24در ساعت 

ليتر) گرم در دسي 9/5 ± 1/1يافت و به حداكثر (
  ).2رسيد (جدول 

  
  هايهاي بيوشيميايي خون ماهي فيتوفاگ در غلظتميانگين و انحراف معيار تغييرات شاخص -2جدول 

  مختلف هاي زمانمختلف نيترات مس در  
  ساعت 24  ساعت 12 مجاورتزمان 
 )mg/lit( غلظت

 *10  5  0  10  5  0  شاخص

mg/dl(  5 ± 135(تري گليسريد   a 19± 2/134 a a 4/16 ± 7/135  b 5 ± 5/134  a 7 ± 6/20  -  
mg/dl(  9/14 ± 3/125(كلسترول   a 8/3± 4/123 a 12 ± 122 a 1/9 ± 124  a 150000± 113  a -  

mg/dl(  2/5 ± 6/87(گلوكز  c 5/4 ± 1/52 b 4/3 ± 9/34 a 2/7 ± 88  b 6/9 ± 7/64 a -  
mg/dl(  2/0 ± 4/3( پروتئين كل  a 05/0 ± 2/4 a 1/0 ± 1/4 a 0/0 ± 4/3  b 02/0 ± 5/0  a -  
mg/dl(  2/0 ± 8/4( آلبومين  b 2/0 ± 6/2 a 1/0 ± 2 a 1/0 ± 8/4  a 1/0 ± 9/5 b -  

 12دار در زمـان  : حروف متفاوت نشانه اختلاف معنيa,b,cتلف شدند.  24گرم در ليتر تا ساعت ميلي 10*همه ماهيان در مجاورت غلظت 
  ساعت است. 24دار در زمان حروف متفاوت نشانه اختلاف معني :a,bساعت است. 

  
هاي خون ماهيان با گذشت زمـان و  تعداد لنفوسيت

داري كـاهش  معنـي  طور بهافزايش غلظت نيترات مس 
)05/0<Pــ ــت. ب ــوريه ) ياف ــزان   ط ــترين مي ــه بيش ك

درصد) مربوط به تيمار شـاهد   91 ± 2/1ها (لنفوسيت
درصد) ميـزان آن مربـوط    68 ± 6/6و كمترين تعداد (

گرم در ليتر) نيترات مـس  ميلي 10به بالاترين غلظت (
هاي خون ماهيان بـا  بود. تعداد نوتروفيل 12در ساعت 

 طـور  بـه گذشت زمان و با افزايش غلظت نيتـرات مـس   
 ـP>05/0داري افـزايش يافـت (  معني كـه   طـوري ه ). ب

درصـد) مربـوط    26 ± 2هـا ( بيشترين تعداد نوتروفيل
ســاعت و  12گــرم در ليتــر در زمــان ميلــي 10تيمــار 

مربـوط بـه تيمـار     درصد) 5 ± 4/1كمترين تعداد آن (
هاي خون ماهيان با افـزايش  تعداد مونوسيت شاهد بود.

ساعت افـزايش يافـت،    12غلظت نيترات مس در زمان 
 حـالي  ) بـود. در P>05/0دار (ولي فاقد اختلاف معنـي 

   كـاهش   24گـرم در ليتـر در سـاعت    ميلي 5كه، تيمار 
  ).3داري نسبت به تيمار شاهد نشان داد (جدول معني
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  هاي خون ماهي فيتوفاگ ميانگين و انحراف معيار تغييرات تعداد لكوسيت -3جدول 
  مختلف هاي زمانهاي مختلف نيترات مس در در غلظت

  ساعت 24    ساعت 12 زمان مجاورت
*10  5  0    10  5  0 شاخص )mg/lit(غلظت 

91 ± 3  لنفوسيت (%)  b 2/6 ± 3/85 b a 6/6 ± 6/67    a 2± 90  a 6 ± 3/84  -  
3/5 ± 8/1  نوتروفيل (%)  a 1 ± 11 b 2 ± 6/26 c  1 ± 3/5  a 1± 13  b -  
6/3 ± 2/0  مونوسيت (%) c 4/0 ± 6/3 b 6/0 ± 3/4 a  3/0 ± 6/3  b 6/0 ± 2 a -  

 12دار در زمـان  : حروف متفاوت نشانه اختلاف معنيa,b,cتلف شدند.  24گرم در ليتر تا ساعت ميلي 10*همه ماهيان در مجاورت غلظت 
  ساعت است. 24دار در زمان حروف متفاوت نشانه اختلاف معني :a,bساعت است. 

  
هاي قرمز نتايج نشان داد كه شكل نرمال گلبول

ها) بالغ ماهي فيتوفاگ بيضوي با (اريتروسيت
ي بيضي هااسيدوفيليك صاف بود كه هستهسيتوپلاسم 

شكل داراي كروماتين تقريباً همولوگ در مركز آن قرار 
قرمز در مجاورت مس به شكل  هاي گلبولداشتند. 

تري هاي كوچككروي تغيير وضعيت داده و هسته

هاي مختلف نيترات مس داشتند. در مجاورت غلظت
قرمز،  هاي گلبولشدن عوارضي از قبيل تورم و اشكي

ها، ها، نوتروفيلسفيد (لنفوسيت هاي گلبولدژنره شدن 
ها) در مقايسه با تيمار شاهد ها و منوسيتمونوسيت

  ).7 الي 1هاي مشاهده گرديد (شكل

  
  

(فلش كوچك) و نوتروفيلقرمزيها گلبولوضعيت  -1شكل
  )H&E ،X20( شاهددر تيمار (فلش قطور) 

و (فلش قطور) سفيد  يها تورم و تغيير شكل گلبول-2شكل
نيترات گرم در ليتر ميلي 5در مجاورت  (فلش كوچك) قرمز

  )H&E ،X20( ساعت 12پس از مس 
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 نوتروفيلونوتروفيل (فلش قطور)وضعيت  -3شكل 
ميلي گرم در ليتر  10در مجاورت غلظت (فلش نازك)  

  )H&E، X20( ساعت 12پس از 

  در مجاورت(فلش) ها ترومبوسيت -4شكل 
   12پس از  نيترات مس ميلي گرم در ليتر 5

  )H&E ،X20( ساعت

 
   10در مجاورت(فلش)آسيب نوتروفيل -5شكل 

  )H&E ،X20( )ساعت 12( در ليتر نيترات مس گرمميلي
   10در مجاورت (فلش) ها تجمع لنفوسيت -6شكل 
  )H&E ،X20) (ساعت 12( نيترات مس گرمميلي

  
  )H&E ،X20( ساعت 12پس از  در ليتر نيترات مس ميلي گرم 5در غلظت (فلش) مونوسيت  -7شكل 
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  گيريبحث و نتيجه

نيترات مس داراي اثر كشندگي شديدي بر ماهي 
كشنده  هاي. اين ماهي در برابر غلظتاستفيتوفاگ 

 24كه همه ماهيان پس از  طوريه مس حساس بود، ب
گرم در ليتر ميلي 10و  5هاي ساعت مجاورت با غلظت

 5/2آن  ساعته LC5024- نيترات مس تلف شدند و
كه  اي مطالعهگرم در ليتر تعيين گرديد. در ميلي

Weiguang  وChen )1995 در مورد سميت حاد ،(
م قرمز دريايي سولفات مس در لاروهاي ماهي سي

)Chrysophrys major (،انجام دادند - LC5096 ساعت 
 اي مطالعهگرم در ليتر بيان داشتند. در ميلي 07/0را 

)، در خصوص تغييرات 2007و همكاران ( Giodaكه 
در گونه  +Zn2و  +Cu2پارامترهاي بيوشيميايي 

Leporinus obtusidens  انجام دادند، ميزانLC50  در
گرم در ليتر ميلي 6/4و  3/2ساعت را به ترتيب  96

  اعلام كردند كه قدرت كشندگي مس دو برابر روي بود.
نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه سطوح هموگلوبين 

)Hb(    با افزايش غلظت نيترات مس و با گذشـت زمـان
داري كـاهش، ولـي درصـد هماتوكريـت     معنـي  طـور  به
)Hct(  هـاي  گلبـول كـه تعـداد    افزايش يافت. در حـالي 

ــر معنــي )RBC(قرمــز  ــداد. تعــداد تغيي داري نشــان ن
ميانگين غلظت هموگلـوبين   )،WBC(سفيد  هاي گلبول

ــوبين ذره) MCHC( اي ذره ــانگين هموگلـــ  ايو ميـــ
)MCH( كاهش  24داري از ساعت صفر تا معني طور به

هـا  ). نتايج شمارش افتراقـي لكوسـيت  P>05/0يافت (
نشان داد كه با افزايش غلظت مس و با گذشـت زمـان،   

هــا و كــاهش و تعــداد نوتروفيــل هــا لنفوســيتتعــداد 
). اثـرات سـميت   P>05/0( ها افـزايش يافـت  مونوسيت

مس بر ماهي فيتوفاگ از طريق تغييرات پاتولوژيكي در 
  خون و بافت ناشي از القاي نوعي آنمي بود.

Serezli ) ــاران ــرا2011و همك ت حــاد مــس و )، اث
             Coruh trout سرب بر برخي پارامترهاي خوني در گونه

)Salmo coruhensis (  را طي يك دوره مجاورت كوتـاه
ميلـي گـرم در    10و  5بالاي  هاي غلظتمدت در برابر 

ليتر مورد مطالعـه قـرار دادنـد و دريافتنـد كـه تعـداد       

ــيت ــيتلكوس ــا و اريتروس ــا  ه ــاورت ب ــس از مج ــا پ ه
گرم در ليتـر، ابتـدا كـاهش و    ميلي 10و  5 هاي غلظت

ها به حالـت اوليـه   اريتروسيت  ساعت تعداد 48پس از 
ها در مجاورت مس بازگشت. در حاليكه تعداد لكوسيت

ــطوح     ــزايش س ــث اف ــس باع ــر م ــت و اث ــزايش ياف اف
و همكـاران   Mazonهموگلوبين و هماتوكريت گرديـد.  

 Prochilodusاثر سميت حاد مس بـر گونـه    )،2002(

scrofa  دار در هـا افـزايش معنـي   را بررسي كردنـد. آن
قرمز را گزارش دادنـد.   هاي گلبولميزان هماتوكريت و 

قرمـز بـه خـاطر افـزايش ميـزان       هـاي  گلبـول افزايش 
هموگلوبين كل فقط در ماهي قرار گرفتـه در مجـاورت   

ــت ــزايش در    غلظ ــود. اف ــس ب ــالاي م ــاي ب ــزان ه مي
) در 2007و همكـاران (  Schjoldenهماتوكريت توسط 

Carassius crassius   .مشـــاهده گرديـــدSingh  و
)، اثـر مـس بـر پروفيـل خـون مـاهي       2008همكاران (

Channa punctatus    آب شيرين را مورد مطالعـه قـرار
)، Hb(دادنـــد و دريافتنـــد كـــه ميـــزان هموگلـــوبين 

در ) RBC(قرمز  هاي گلبولو تعداد  )PCV(هماتوكريت 
معنـي داري در مقايسـه بـا     طـور  بهروز  45پايان دوره 

 هـاي  گلبـول كـه تعـداد    شاهد كاهش يافت. در حـالي 
، MCVافزايش يافت. هـر چنـد ميـزان    ) WBC(سفيد 
MCH  وMCHC 15داري طي روزهـاي  افزايش معني 

ــا  ــان داد 30ت ــاران ( Georgieva .نش  )،2010و همك
اثرات كلينيكي، هماتولوژيكي و مورفولـوژيكي سـميت   

را مـورد   )Carasius gibelio( مـس در مـاهي كـاراس   
مطالعه قرار دادند و دريافتند كه با افزايش غلظت مس 

، MCVگرم در ليتر ميزان هماتوكريت، ميلي 2به  0از 
MCH  وMCHC  ــي ــرات معن ــان داد. تغيي داري را نش

ــم ي  ــانگين حج ــاي مي ــز  پارامتره ــه قرم  )،MCV(اخت
و ميـانگين   )MCH(ميانگين هموگلوبين ياختـه قرمـز   

عوامـل وابسـته بـه     )MCHC(غلظت هموگلوبين خون 
هـاي قرمـز، درصـد هماتوكريـت و غلظـت      تعداد ياخته

هموگلوبين خـون بـوده، تـابع تغييـرات آنهـا هسـتند.       
اي، سن و شرايط محيطـي، فاكتورهـاي   وضعيت تغذيه

هـاي  هـاي ياختـه  ييرات شاخصاصلي پاسخگويي به تغ
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 ,Tavares-Dias & Moraes(خوني در ماهيـان اسـت   

2007.( Witeska )2005  ــرات ــه اثــــ )، در مطالعــــ
هماتولوژيكي و ايمونولوژيكي فلزات سـنگين بـر مـاهي    

با قرار دادن ماهيان )، Cyprinus carpio(كپور معمولي 
گرم در ليتر فلز سـنگين مـس بـه    ميلي 5در مجاورت 

ساعت دريافت كه ماهيان دچار استرس شده  96مدت 
ــت  ــا آنو درصــد هماتوكري ــرات   ه ــاد تغيي ــدون ايج    ب

قرمز افزايش يافت كه بـه   هاي گلبولدار در تعداد معني
قرمز از حالت  هاي گلبولدليل بادكردگي و تغيير شكل 

ناشـي از   بيضوي به كروي و بروز پديده اريتروپويتيـك 
قرمــز نابــالغ بــود. درصــد  هــاي گلبــولافــزايش تعــداد 

تـرين  هماتوكريت و پارامترهاي وابسته به آنها عمـومي 
هاي خون شناسي جهت تشخيص كم خوني در شاخص

 & Tavares-Dias( ماهيان هستند كه به تغذيـه، سـن  

Moraes, 2007 (باشد. تعداد بالاي و بيماري وابسته مي
هاي سفيد خون نياز بالاي تعداد ياختههاي قرمز ياخته

). Satheeshkumar et al., 2010(دهـد  را كـاهش مـي  
MCV      بيانگر اندازه و بازتاب وضـعيت طبيعـي يـا غيـر

ــه در چرخــه ســاخت   ــودن تقســيمات ياخت طبيعــي ب
هاي قرمز خـون اسـت. كـاهش حجـم متوسـط      گلبول

توانـد بيـانگر   ياخته قرمز خـون از مقـدار طبيعـي مـي    
اي كبدي، طحال و يا فقر ويتـامين و آهـن در   هآسيب

ــت     ــانگين غلظ ــاهش مي ــا ك ــد. ام ــذايي باش ــره غ جي
هموگلوبين خون عمدتاً ناشي از كمبود آهن يا نـاتواني  

هـاي  در استفاده از آهن جيره غـذايي اسـت. از ياختـه   
سفيد خون به عنوان شاخص وضعيت سـلامت ماهيـان   

ن از هــاي ســفيد خــوگلبــول شــود. زيــرااســتفاده مــي
هاي دفاعي بدن گلبولتركيبات كليدي و جدايي ناپذير 

هستند كـه در تنظـيم عملكـرد ايمنولوژيـك ماهيـان،      
هاي سفيد خون باشند. همچنين تعداد ياختهدرگير مي

(كـاظمي و   عموماً بيانگر كيفيـت محـيط آبـزي اسـت    
). غلظـت هموگلـوبين خـون ماهيـان     1389همكاران، 

 & Bani( اسـت  بهتـرين شـاخص تغييـرات محيطـي    

Haghi Vayghan, 2009( .   5- 10عمومـاً در محـدوده 
تعـداد  در تحقيـق حـاظر   ليتر قـرار دارد.  گرم در دسي

داري كاهش يافـت  معني طور بهسفيد خون  هاي گلبول
ها بـود. رهـا سـازي    كه ناشي از كاهش تعداد لنفوسيت

ها بـه خـون سـبب بـروز بيمـاري نوتروفيليـا       نوتروفيل
)Neutrophilia( پاسـخ ايمنـي غيـر     عنوان بهشود و مي

شـود  زا محسوب مـي اختصاصي به انواع عوامل استرس
)Singh et al., 2008 .( معمـولاً در   هـا  سلولدرصد اين

 ,.Nussey et al(يابـد  هاي حاد مس كاهش ميسميت

هـاي مـزمن   و گزارش شده است كه در سـميت ) 1995
). Dick & Dixon, 1985(يابـد  مـي  درصد آنها افزايش

ويـژه و   هـاي  بـادي  آنتـي هاي لنفوسيت با توليـد  ياخته
افزايش آن در ماكروفاژها سيستم دفاعي و ايمني بـدن  
ماهي را در برابر شرايط نامساعد و بـد محيطـي ارتقـاء    

 )، در مطالعـه اثـر  1999و همكـاران (  Gail .بخشندمي
آلاي مس بر پارامترهـاي سيسـتم ايمنـي مـاهي قـزل     

دريافتند كـه  ) Onchorhynchus mykiss(رنگين كمان 
هر نـوع سـلول لكوسـيت در شـمارش افتراقـي پاسـخ       

 ـ    ه مختص به خود را در مجاورت مـس نشـان دادنـد. ب
ها و در هـر  ها در همه غلظتكه تعداد لنفوسيت طوري
و هـم   نوتروفيل كه در حاليكاهش يافت.  بردارينمونه

 ها برداري نمونه تمامها و در غلظتكليه ها در مونوسيت
هاي متفـاوتي  . مطالعات قبلي پاسخنشان دادندافزايش 

 ـ     از لكوسيت ه ها بـه فلـزات سـنگين را نشـان دادنـد، ب
قـرار   )Carassius auratusكـه مـاهي طلايـي (    طوري

تعـداد   هفتـه،  3گرفته در مجاورت كادميوم بـه مـدت   
 ها لنفوسيتمونوسيت ها و نوتروفيل ها افزايش و تعداد 

  .)Murad & Houston, 1998(كاهش يافت 
اثر منفي فلزات سنگين بر ماهيان به اختلال ايجاد 
شده در فرآيندهاي فيزيولوژيكي و بيوشيميايي آنها 

بيوشيمي ). Viela et al., 1999( شودمربوط مي
تواند در تشخيص وضعيت پلاسماي خون ماهي مي
). De Pedro et al., 2005( سلامت ماهي استفاده شود

 تأمينپروتئين، چربي و كربوهيدرات از منابع اصلي 
انرژي در ماهيان هستند. بنابراين تغيير و نوسان در 

در  تواند ميميزان پروتئين، كلسترول و تري گليسريد 
انرژي لازم جهت  تأمينارتباط به مصرف آنها جهت 
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 ,.Emad et al(حياتي بدن باشد  هاي فعاليتانجام 

گليسريد در در اين تحقيق، نتايج سطوح تري). 2005
گرم در ليتر نيترات مس ميلي 5بين تيمار  24ساعت 

داري كاهش يافت معني طور بهنسبت به تيمار شاهد 
)05/0<Pتواند به دليل مصرف بالاي مي ). اين كاهش

ژي به منظور مقابله با استرس ناشي  انر تأمينآن جهت 
از سميت فلز مس باشد. سطوح كلسترول فاقد اختلاف 

). كلسترول پيش ماده ساخت P≤05/0دار بود (معني
هاي استروئيدي است كه تحت شرايط استرس، هورمون

يابد و ممكن است فراهم غلظت آن در خون افزايش مي
كننده افزايش ساخت هورمون كورتيزول باشد 

)Hoseini & Ghelichpour, 2011 .( سطوح غلظت
هاي اصلي گليسريد و كلسترول به عنوان شاخصتري

 باشدوضعيت سلامت ماهيان استخواني عالي مطرح مي
)Gul et al., 2011; Zhou et al., 2009 كه  طوري به)؛

كلسترول بيانگر سوخت و ساز در كبد  تغيير در غلظت
نظمي است. افزايش بيش از حد كلسترول بيانگر بي

تخريب  ويژه بهسوخت و ساز چربي و ليپوپروتئين 
 ;Gul et al., 2011(كارايي فيزيولوژيك كبد است 

Zhou et al., 2009 .( سطوح گلوكز پلاسماي خون با
ساعت  24و  12افزايش غلظت نيترات مس در زمان 

داري نسبت به شاهد كاهش يافت معني طور به
)05/0<P ساعت  24). سطوح توتال پروتئين در زمان

گرم در ليتر نسبت به شاهد كاهش ميلي 5در تيمار 
) را نشان داد. سطوح آلبومين P>05/0داري (معني

   ساعت نوسان 24و  12در زمان  پلاسماي خون
و همكاران  P .(Gopal>05/0داري نشان داد (معني

فلزات سنگين بر بيوشيمي پروتئين خون  )، اثر1997(
 عنوان بهرا  )Cyprinus carpio( ماهي كپور معمولي

زا مورد مطالعه قرار دادند و يك شاخص زيستي استرس
سرم خون دريافتند كه سطوح پروتئين كل و گلوبولين 

 72افزايش و سپس تا ساعت  20تا  2ماهيان از ساعت 
 4تا  2كاهش، سطوح آلبومين سرم در ابتدا از ساعت 

بشدت كاهش و سپس به حالت اوليه برگشته و متعاقباً 
هاي كشنده و تحت كاهش يافت. غلظت 72تا ساعت 

كشنده فلزات سنگين روند مشابهي را نشان داد و 
يك  عنوان بهوتئين و آلبومين گيري سطوح پراندازه

زاي محيطي بيان شاخص پاسخ به عوامل استرس
گرديد. مقدار گلوكز سرم خون شاخص مناسبي براي 

هاي ثانويه استرسي ماهي به شرايط نامناسب پاسخ
      گلوكز .)Yousefi et al., 2012( محيطي است

ترين ماده حاصل از سوخت و ساز مواد اصلي
كه  )Zhou et al., 2009( باشدكربوهيدراتي مي

هاي كورتيزول و هورمون تغييرات روزانه آن با تغييرات
تيروئيد در ارتباط است. مقدار گلوكز خون بسته به 

    گرم درميلي 35 -350گونه ماهي در محدوده 
 باشد.متغير مي) Ahmadifar et al., 2010(ليتر دسي

بالا رفتن غلظت گلوكز در خون ماهي بيانگر وجود 
استرس در ماهي است كه به ميزان زيادي نيازمند 

ژي است. افزايش غلظت گلوكز خون از طريق        انر
دهد كه در آن واكنش بيوشيميايي مكانيزمي رخ مي

دهد و گليكوژنز و تغيير بافت گليكوژن به گلوكز رخ مي
 Ahmadifar et( يابدمي گلوكز در داخل خون تجمع

al., 2010 .(آلاي افزايش در ميزان گلوكز در خون قزل
 5/0و  125/0رنگين كمان در معرض سميت حاد 

افزايش  و گرم در ليتر مس مشاهده گرديدميلي
آلاي رنگين كمان پس از مشابهي در گلوكز خون قزل

گرم در ليتر مس ميلي 2ساعت مجاورت با  48و  24
با اين . Nemsock & Hughes, 1988)( شد نيز مشاهده

وجود، ميزان گلوكز در خون گربه ماهي هندي 
)Heteropneustes fossilis(  ساعت مجاورت  24پس از

 ميكروگرم در ليتر مشاهده گرديد 250با غلظت 
)Singh & Reddy, 1990.( Emad  و همكاران
سميت مس و اثرات آن بر برخي از  )،2005(

دريايي پارامترهاي بيوشيميايي ماهي انگشت قد كفال 
Mugil seheli مورد بررسي قرار دادند و بيان داشتند  را

    5/0روز در مجاورت  4كه سطح گلوكز پس از 
گرم در ليتر مس با گذشت زمان افزايش يافت و ميلي

رسيد. همچنين روز به بالاترين سطح خود  4پس از 
گليسريد و كلسترل پلاسما ميزان توتال پروتئين و تري
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 LC5096 - ميزان ها آننسبت به شاهد افزايش يافت. 
گرم در ليتر تعيين كردند. در ميلي 64/1مس را  ساعت
      5/2آن  24h -LC50كه در تحقيق حاضر  حالي
نتايج اين تحقيق نشان  گرم در ليتر تعيين گرديد.ميلي

داد كه گرچه مس يك فلز ضروري براي انجام بسياري 
هاي فيزيولوژيكي است، ولي در تركيب با از فرآيند

گرم در ليتر اثرات ميلي 10و  5هاي نيترات در غلظت
تواند اثرات مي سمي شديدي بر ماهي فيتوفاگ دارد و 

خطرناكي در موجودات آبزي و محيط زيست آنها ايجاد 
  كنند. 
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