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Introduction: Cerium oxide nanoparticles (CeO2 NPs) are one of the most widely used NPs 
in the world and their interaction with the ecosystem is unavoidable. 
Aim: The aim of this study was to investigate structural and ultrastructural changes in mari-
gold leaves under CeO2 NPs. 
Materials and methods: Seeds were sown in pots under greenhouse conditions and after 
two weeks, seedlings were exposed to CeO2 NPs (0 and 3200 μg/mL) by leaf spray for 
five weeks. Then, leaf morphological changes were measured. Also, sampling from the 
control and NPs treatment leaf were performed to investigate structural and ultrastructural 
changes. Tissue preparation was performed and samples were examined by light and 
transmission electron microscopy (TEM). 
Results: Morphological changes including diminish in the length, width and area of mar-
igold leaf under CeO2 NPs were observed. Also, ultrastructural changes of mesophilic 
cells of marigold leaf under CeO2 NPs including diminish of chloroplasts number and their 
swelling, incement of peroxisomes number, disintegration of cell membrane, and accu-
mulation and deposition of NPs in the intercellular spaces, cell wall and membrane, vac-
uole, peroxisome and chloroplast stroma were observed. In addition, the results of cerium 
elemental assessment by methods of inductive coupled plasma emission spectrometry 
(ICP-OES) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX), in line with TEM results, showed 
the uptake and accumulation of CeO2 NPs in marigold leaves
Conclusion: Ultrastructural damage in TEM results indicated the toxicity of high dosage of 
CeO2 NPs at the cellular level. Therefore, potential of hazardous impacts of CeO2 NPs on 
other medicinal plants and environment should be considered
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کلمات کلیدی

برگ، طیف سنجی  مزوفیل  ســـلول   پراکســـیزوم، 

پراش انـــرژی پرتو ایکس)EDX(، میکروســـکوپ 

الکترونـــی گـــذاره )TEM(، نانـــوذرات اکســـید 

بهار  همیشـــه  سریوم، 

مقدمـــه: نانوذرات اکســـید سریـــوم )NPs CeO2(، بعنـــوان یکـــی از پرکاربرد ترین نانـــوذرات در دنیا می باشـــند و 

برهمکنـــش آن ها بـــا اکوسیســـتم  غیر قابل اجتناب اســـت. 

هـــدف: هدف از این پژوهش بررســـی تغییرات ســـاختاری و فراســـاختاری در برگ گیاه همیشـــه بهار تحـــت نانوذرات 

 . بود.   CeO2

مـــواد و روش هـــا: بذرهـــا در گلدان ها تحت شرایط گلخانه ای کاشـــته شـــدند و بعـــد از دو هفتـــه، گیاهچه ها با 

نانـــوذرات CeO2 )0 و 3200 میکروگـــرم بـــر میلی لیـــتر( بصورت اســـپری برگی به مـــدت پنج هفته تیمار شـــدند. 

ســـپس تغییرات مورفولوژیکی بـــرگ اندازه گیری شـــد. همچنین نمونه برداری از برگ گیاه شـــاهد و تیـــمار نانوذرات 

به منظور بررســـی تغییرات ســـاختاری و فراســـاختاری انجام گردید. مراحل آماده ســـازی بافت انجام شـــد و نمونه ها 

با میکروســـکوپ های نوری و الکترونی گذاره )TEM( بررســـی شـــدند. 

 CeO2 نتایـــج: تغییرات مورفولوژیکی شـــامل کاهش طول، عرض و ســـطح برگ همیشـــه بهار تحت تیمار نانـــوذرات

مشـــاهده شـــد. همچنین تغییرات فراســـاختاری ســـلول های مزوفیلی برگ گیاه همیشـــه بهار تحت تیمار نانوذرات 

CeO2 شـــامل کاهش تعداد کلروپلاســـت ها و متورم شـــدن آن ها، افزایش تعداد پراکســـی زوم ها، از  هم پاشیدگی 

غشـــای سلولی و تجمع و رســـوب نانوذرات در فضاهای بین ســـلولی، دیواره و غشای ســـلولی، واکوئل، پراکسی زوم و 

اســـترومای کلروپلاست مشـــاهده شـــد. علاوه بر این، نتایج ســـنجش عنصری سریوم به روش های اسپکترومتری نشری 

پلاســـمای جفت شـــده القایـــی )ICP-OES( و طیف ســـنجی پراش انـــرژی پرتو ایکـــس )EDX(، هم راســـتا با نتایج 

TEM، نشـــان دهنده ی جـــذب و تجمع نانـــوذرات CeO2 در برگ گیاه همیشـــه بهار بود.

نتیجه گیری: آســـیب های فراســـاختاری در نتایج TEM بیانگر ســـمیت غلظت  بالای نانوذرات CeO2 در ســـطح سلولی 

بـــود. بنابراین اثـــرات خطرات احتمالی نانـــوذرات CeO2 بر روی گیاهـــان دارویی دیگر و محیط زیســـت باید در نظر 

شود. گرفته 
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مقدمه:

نانوتکنولـــوژی، فنـــاوری جدیدی اســـت که شـــامل تولید و 
اســـتفاده از مواد بـــا حداقل بعـــد و کمـــتر از 100 نانومتر 
می باشـــد. اندازه کوچک نانـــوذرات منجر به ایجاد ســـطح 
بزرگ تـــر و واکنش پذیری بیشـــتر در مقایســـه بـــا ترکیبات 
غیرنانو شـــده اســـت )2،1(. اســـتفاده گســـترده از نانوذرات 
مســـیر ورود آن ها را به خـــاک، اتمســـفر و آب فراهم کرده 
و می تواننـــد بر گیاهان تاثیـــر بگذارند که تاثیـــر نانوذرات 
بســـته به نوع نانـــوذره و هم چنین گونه گیاهـــی متفاوت 

می باشـــد )4،3،1(. 
سریـــوم )Ce( یکـــی از فراوان تریـــن عناصر خاکـــی کمیاب 
)1REE(  در پوســـته زمین اســـت. این عنصر به طور طبیعی 
به شـــکل ســـه ظرفیتی سروس )Ce+3( و چهارظرفیتی سریک 
)Ce+4( پایدار می باشـــد )10-5(. اکســـید سریـــوم )سریا( 
یکـــی از اکســـیدهای فلـــزی لانتانید اســـت که به داشـــن 
پتانسیل اکســـایش-کاهش معروف اســـت و به طور گسترده 

در صنایع مختلف اســـتفاده می گـــردد )11(. 
نانوذرات اکســـید سریـــوم )CeO2( یا نانوسریـــا در میان 10 
نانـــوذره عمده ی تولیدشـــده در دنیا قرار دارنـــد. نانوذرات 
CeO2 دارای کاربردهـــای گســـترده ای شـــامل ویژگی های 
ســـلول  الکترولیت  بعنـــوان  آنتی اکســـیدانی،  کاتالیـــزوری، 
ســـوختی، حســـگرهای گازی، پمپ هـــای اکســـیژن، جاذب 
UV، پوشـــش دهنده و صیقل دهنده ی شیشـــه و لایه های 
ســـیلیکونی، در متالـــوژی، شیشـــه و سرامیـــک و به صورت 

مـــواد افزودنی ســـوخت دیزل دارنـــد )12-15(. 
بر طبـــق تحقیقـــات انجام شـــده، نتایج متفاوتـــی در مورد 
تاثیـــر نانوسریا بر رشـــد، فیزیولـــوژی و متابولیســـم گیاهان 
گـــزارش شـــده اســـت )16-20(. Ma و همـــکاران )18( بیان 
کردنـــد کـــه در غلظـــت 2000 میکرو گـــرم بـــر میلی لیتر 
نانوسریا، کاهش طول ریشـــه در گیاه کاهو مشـــاهده شـــد، 
امـــا طول ریشـــه در گیاهـــان گوجه فرنگی، تربچـــه، گندم، 
کلزا، کلـــم و خیار تغییری نداشـــت. Gui و همـــکاران )19( 
بیان کردند که نانوسریا به وســـیله ریشـــه گیـــاه کاهو جذب 
شـــدند و اثر مثبتی بر رشـــد گیاه در غلظـــت 100 میلی گرم 
بر کیلوگـــرم داشـــتند، در حالی که رشـــد گیـــاه در غلظت 

Rare earth element  1

Reactive oxygen species  2

1000 میلی گـــرم بـــر کیلوگـــرم مهار شـــد. هم چنین گزارش 
شـــده اســـت که نانوسریا موجب کاهش رشـــد ریشه و ساقه 
گیـــاه خیار شـــده و هم چنیـــن موجب انباشـــت سریوم در 
گیاه خیار شـــده کـــه ممکن اســـت اثرات بالقوه ی ســـمی 
بر ســـامت انســـان از طریق ورود به زنجیره غذایی داشـــته 

 .)20( باشد 
در پژوهشـــی که بـــر روی گیـــاه گوجه فرنگی تحـــت تاثیر 
غلظت هـــای 0-1000 میکرو گـــرم بـــر میلی لیـــتر نانوسریا 
انجام شـــد، در غلظت هـــای پاییـــن نانوسریـــا )20 و 100 
میکرو گـــرم بـــر میلی لیـــتر(، افزایـــش رشـــد و فتوســـنتز 
مشـــاهده شـــد در حالی که در غلظت های بـــالای نانوسریا 
)500 و 1000 میکرو گـــرم بـــر میلی لیتر(، کاهش در رشـــد 
و فتوســـنتز، افزایش در پراکسیداســـیون لیپید، نشـــت یونی 
و H 2O2و افزایـــش فعالیـــت آنزیم هـــای آنتی اکســـیدان 
مشـــاهده شـــد )21(. در مطالعـــه ای دیگـــر کـــه بر روی 
گیاه مـــاش تحـــت تاثیـــر غلظت-هـــای 250، 500 و 1000 
میکرو گـــرم بـــر میلی لیتر نانوسریـــا انجام شـــد، در غلظت 
250 میکرو گـــرم بـــر میلی لیـــتر نانوسریا، افزایـــش جزیی 
ماده خشـــک و تحریک فعالیت آنزیم های آنتی اکســـیدان 
مشـــاهده شـــد در حالی که در غلظـــت 1000 میکرو گرم بر 
میلی لیـــتر نانوسریا، تجمـــع بالای گونه های فعال اکســـیژن 
)2ROS( ، بـــزرگ شـــدن و تجمـــع دانه های نشاســـته، تورم 
کلروپاســـت ها، کاهـــش رنگیزه-هـــای فتوســـنتزی، کاهش 
تثبیـــت نیـــتروژن بیولوژیکی، کلـــروز و تاخیر در رشـــد گیاه 
مشـــاهده شـــد )22(. در تحقیقی دیگر، کاهش رشد، کاهش 
میزان کلروفیل و آنتوســـیانین و افزایـــش فعالیت آنزیم های 
کاتـــالاز و پراکســـیداز در گیـــاه لوبیای تحـــت غلظت 2000 

میکرو گـــرم بـــر میلی لیـــتر نانوسریا گزارش شـــد )23(. 
با وجود اهمیت گیاهان دارویی بر ســـامت انســـان، تاکنون 

مطالعـــات اندکـــی در ارتباط بـــا تاثیر نانوسریا بـــر گیاهان 

دارویی انجام شـــده اســـت. بعنـــوان مثال در پژوهشـــی بر 

روی گیـــاه مریم گلـــی )Salvia miltiorrihiza(، غلظت های 

250 و 500 میکرو گـــرم بر میلی لیتر نانوسریـــا، تاثیر مثبتی 

بـــر ویژگی هـــای مورفوفیزیولوژیکی و فعالیـــت آنزیم های 
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آنتی اکســـیدان نشـــان داد )24(. در تحقیقـــی دیگر بر روی 

گیاه گشـــنیز، غلظـــت  125 میلی گرم بر کیلوگـــرم نانوسریا 

باعـــث افزایـــش در رشـــد ریشـــه و فعالیـــت آنزیم هـــای 

آنتی اکســـیدان شـــد و در غلظت 500 میلی گرم بر کیلوگرم 

نانوسریا، بیشـــترین تجمع سریوم مشـــاهده شـــد )25(.

گیاه همیشـــه بهـــار )Calendula officinalis L.( از خانواده 

بوته ای، معطـــر، دارویی  کاســـنی )Asteraceae(، گیاهـــی 

و زینتـــی بـــا گل هـــای زرد و نارنجـــی اســـت. عمده ترین 

مواد موثـــر این گیـــاه شـــامل ترپنوئیدها، ترکیبـــات فنلی، 

کومارین ها، کوئینون هـــا، کاروتنوئیدها و اســـیدهای آمینه 

می باشـــد )27-26(. عمده تریـــن مـــواد موثر ایـــن گیاه در 

گل هـــا تولیـــد و تجمـــع می یابند. عصـــاره همیشـــه بهار 

دارای اثـــرات دارویی از قبیـــل خواب آور، آنتی اکســـیدان، 

ضد سرطـــان، ضد التهـــاب پوســـتی، ضد  قـــارچ و باکتری، 

ضد انـــگل و تصفیه کننـــده خون اســـت )27-28(.

مطالعات ســـاختاری و فراســـاختاری اهمیت بالایـــی در ایحاد درک 

عمیـــق در ســـطح ســـلولی در زمینـــه ی برهمکنش نانـــوذرات با 

گیاهـــان دارند. تاکنون پژوهشـــی بر روی ویژگی های ســـاختاری و 

فراســـاختاری برگ گیاه همیشـــه بهار تحت تاثیر نانوذرات اکســـید 

سریوم انجام نشـــده اســـت. بـــا توجه بـــه اهمیت گیاه همیشـــه 

بهـــار بعنوان یـــک گیـــاه دارویی-زینتـــی و هم چنین بـــا توجه به 

پیشرفت سریـــع نانوتکنولـــوژی و افزایـــش روز افزون اســـتفاده از 

نانوذرات اکســـید سریـــوم بعنوان یکـــی از پرکاربردتریـــن نانوذرات 

اکســـید فلزی در صنایـــع مختلـــف و در نتیجه بـــا ورود فاضاب یا 

پســـاب حاصل از محصولات نانوفناوری شـــده به محیط زیســـت و 

زمین های کشـــاورزی، آزادســـازی ایـــن ترکیبات به محیط زیســـت 

اجتناب ناپذیر می باشـــد و در نتیجـــه باعث افزایـــش احتمال قرار 

گرفـــن گیاهان در معـــرض نانوذرات می شـــود که باعـــث افزایش 

خطـــرات زیســـت محیطی، آســـیب به اکوسیســـتم، تنوع زیســـتی 

و تولیـــد محصـــول می شـــود. هدف از ایـــن پژوهش بـــررسي تاثیر 

نانوذرات اکســـید سریوم بر ویژگی های ســـاختاری و فراســـاختاری و تجمع 

سریوم در بـــرگ گياه همیشـــه بهـــار )Calendula officinalis L.( بود.

مواد و روش ها

 NPs( تهیــه و آماده ســازی نانــوذرات اکســید سریــوم
 )CeO2

 )US Research Nanomaterials برند( CeO2 پودر نانوذرات

از شرکت نانوپیشـــگامان نانومواد ایرانیان در مشهد خریداری 

شـــد. در این پژوهش، غلظـــت نانوذرات CeO2 بر اســـاس 

پژوهش هـــای گذشـــته ی محققان تعیین شـــد )30،29،23(. 

 3200( CeO2 به منظـــور تهیـــه سوسپانســـیون نانـــوذرات

میکروگـــرم بر میلی لیـــتر(، ابتدا مقـــدار 3/2 گـــرم از پودر 

نانـــوذرات CeO2 در یک لیتر آب دیونیزه حل شـــد، ســـپس 

ارلن حـــاوی سوسپانســـیون نانوذرات به  مدت یک ســـاعت 

بر روی شـــیکر قرار داده شـــد تا خوب مخلوط شـــود، آنگاه 

 SONICA Ultrasonic( ارلن را در دستگاه اولتراســـوند مدل

Hz 40 ,W 100 ,S3 2400 Cleaner model( به مـــدت 30 

دقیقه قرار داده تا سوسپانســـیون نانوذرات CeO2 تحت امواج 

اولتراســـونیک قرار گرفته تا به خوبی در آب دیونیزه همگن  شود.

آنتی اکســـیدان  آنزیم هـــای  فعالیـــت 

گرفـــت. قـــرار  ســـنجش  مـــورد  بـــرگ  در 

CeO2 آنالیز خصوصیات نانوذرات
نانـــوذرات CeO2 به صـــورت پودر زرد کم رنـــگ با خلوص 

99/97% و دارای چگالـــی 3g cm- 7/13 بود. آنالیزهای مرتبط 

بـــا خصوصیـــات نانـــوذرات CeO2 در آزمایشـــگاه مرکزی 

دانشـــگاه فردوســـی مشـــهد انجام شـــد. به منظور بررســـی 

مورفولـــوژی و اندازه نانـــوذرات از میکروســـکوپ الکترونی 

AB, Zeiss, UK 912 TEM )LEO( اســـتفاده شد. به منظور 

بررســـی نمونه بـــا میکروســـکوپ TEM، میـــزان 0/001 گرم 

پودر نانوذرات CeO2 را بر روی گرید مســـی میکروســـکوپ 

الکترونـــی TEM قرار داده و تصویر بـــرداری با بزرگنمایی در 

مقیـــاس  50 نانومتر انجام شـــد. 

به منظور بررســـی تصویـــر توپوگرافی و ارتفـــاع نانوذرات از 

 )AFM )ENTEGRA, NT-MDT, Russia میکروســـکوپ 

اســـتفاده شـــد. بدیـــن منظـــور ابتـــدا 0/001 گـــرم پودر 

نانـــوذرات CeO2 در 10 میلی لیتر آب دیونیزه مخلوط شـــد. 

ســـپس به مدت 1 ساعت در دستگاه اولتراســـونیک در دمای 

C˚ 25 همگـــن شـــد. ســـپس 1 میلی لیتر از آن را برداشـــته 
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و پس از خشـــک شـــدن بـــر روی صفحه ی میـــکا، بر روی 

جایگاه دســـتگاه میکروســـکوپ AFM قرار داده شد و سپس 

تصویربـــرداری توپوگرافی نانوذرات CeO2 بـــا بزرگنمایی در 

مقیـــاس 3 میکرومتر انجام شـــد.

به منظـــور آماده ســـازی نمونـــه بـــرای آنالیز طیف ســـنجی 

پـــراش انـــرژی پرتـــو ایکـــس )EDX( ، 0/001 گـــرم پودر 

نانوذرات CeO2 بر روی پایه مخصوص دســـتگاه با چســـپ 

 Sputter Coating کربنی چســـبانده شد و سپس با دســـتگاه

 ،mA20  بـــه مدت 100 تا 150 ثانیه با )England ,)CC7650

پوشـــش دهی  با طا انجام شـــد و ســـپس آنالیز عنصری نانوذرات 

CeO2 بوســـیله  دســـتگاه SAMx Germany( EDXسنجش شد.

هم چنیـــن به منظور تعیین فـــاز و درجه خلـــوص نانوذرات 

 XRD(  )EXPLORER,( از دســـتگاه پراش اشـــعه ایکـــس

landa=1/54 در طـــول موج )mA, Italy 30 ,kV 40 ,GNR

شد.  اســـتفاده  آنگستروم 

عاوه بر ایـــن، اندازه گیری قطـــر هيدروديناميكي  نانوذرات 

بـــه روش پراکندگی نور دینامیکی )DLS(  توســـط دســـتگاه 

 Cordouan, Pessac, ,3 VASCO( پارتيكل ســـايزر آناليـــزر

France( بر اســـاس تعداد  و با تعیین متوســـط ســـایز قطر 

هیدرودینامیـــک  و شـــاخص پراکندگـــی  انجام شـــد. بدین 

منظـــور مقدار 0/001 گرم نانـــوذرات CeO2 در 10 میلی لیتر 

آب مقطر مخلوط شـــدند، ســـپس با اســـتفاده از دســـتگاه 

اولتراســـونیک به مـــدت 30 دقیقه در دمـــای C˚ 25 همگن 

شـــدند. ســـپس مقدار 0/5 میلی لیتر از آن بـــر روی جایگاه  

 Cordouan, ,3 VASCO( دســـتگاه تعییـــن انـــدازه ذرات

 CeO2 قرار داده شـــد و انـــدازه نانوذرات )Pessac, France

در طـــول موج 657 نانومـــتر و دمای C˚ 25 تعیین شـــد.

هم چنیـــن به منظـــور بررسي پايـــداري كلوئيدهاي تشـــكيل 

شـــده نانوذرات، پتانســـیل زتا  نانوذرات با استفاده از دستگاه 

زتا ســـايزر )Zetasizer nano-ZS ZEN3600( ســـنجش شد. 

بدیـــن منظـــور 6 میلی لیتر سوسپانســـیون همگن شـــده ی 

نانوذرات )ذکر شـــده در قســـمت آماده ســـازی نمونه برای 

DLS( بر روی جایگاه دســـتگاه پتانســـیل زتا قرار داده شد و 

پتانســـیل زتا نانوذرات CeO2 در دمـــای C˚ 22 اندازه گیری 

 . شد

تهیه بذر، کاشت و اعمال تیمار
به منظــور مطالعــه اثــر نانــوذرات CeO2 بــر ویژگی هــای 

ســاختاری و فراســاختاری بــرگ گیــاه همیشــه بهــار، پژوهشــی 

در شرایــط گلخانــه ای کنــترل شــده )دمــا C˚ 2 ± 25، رطوبــت 

نســبي 35%، نــور بــا شــدت 10000 لوکس، فتوپريود 16 ســاعت 

روشــنایی و 8 ســاعت تاریکــی( بــه  صــورت یــک طــرح کامــا 

تصادفــی در دو تیــمار )0 و 3200 میکروگــرم بــر میلی لیــتر( و 

 Gitana 4 تکــرار انجــام شــد. بــذر گیــاه همیشــه بهــار واریتــه

Orange )برنــد همــزادن هلنــد( از شرکــت ســبز نمیــن در تهران 

ــا خــاك زراعــی  تهیــه شــد. گلدان هــاي پاســتيكي 2 كيلويــي ب

مناســب )مخلوطــی از لــوم، رس و شــن بــا نســبت 2:2:1( پــر 

شــدند. هــر تیــمار شــامل 4 گلــدان و هــر گلــدان حــاوی 7 عدد 

بــذر همیشــه بهــار بــود. دو هفتــه پس از کاشــت، اســپری برگی 

ــه  صــورت هفتگــی(  ــه )ب ــه  مــدت 5 هفت ــوذرات ب ــمار نان تی

ــام  ــس از اتم ــود. پ ــش 50 روز ب ــول دوره آزمای ــد. ط ــام ش انج

ــن  ــش و هم چنی ــا خط ک ــرگ ب ــرض ب ــول و ع ــمار، ط دوره تی

ســطح بــرگ بــا اســتفاده از کاغــذ شــطرنجی اندازه گیــری شــد.

آماده سازی نمونه برای مطالعه با میکروسکوپ های 
 )TEM( نوری و الکترونی گذاره

به منظــور بررسي هــاي ســاختاری و فراســاختاری، از بــرگ گیــاه 

شــاهد و بــرگ تيــمار 3200 میکروگــرم بــر میلی لیــتر نانــوذرات 

ــا  ــع( ب ــازه )1 میلی مــتر مرب ــرگ ت ــدا نمونه هــای ب CeO2، ابت

ــا  ــار آلدئیــد 6% در بافــر کاکودیــات ســدیم 0/1 مــولار ب گلوت

ــدند  ــت ش ــای C˚ 4 تثبی ــاعت در دم ــدت 6 س ــه م pH 7/5 ب

و ســپس بــا تــترا اکســید اســمیوم 1% بــه  مــدت 2 ســاعت در 

ــکل )30، 50، 70 و  ــف ال ــای مختل ــای C˚ 4، در غلظت ه دم

100 درصــد(، آبگیــری شــده و ســپس از نســبت های مختلــف 

ــرای  ــه 3( ب ــه 1 و 1 ب ــه 1، 1 ب ــن اکســید )3 ب ــن و پروپیل رزی

ــا  ــن، نمونه ه ــوذ رزی ــس از نف ــد. پ ــتفاده ش ــن اس ــوذ رزی نف

قالب گیــری شــدند و در آون در دمــای C˚ 60 بــه  مــدت 

48 ســاعت قــرار گرفتنــد. برش-هــای نیمه نــازک )بــا ضخامــت 

0/5 میکــرون( و بســیار نــازک )بــا ضخامــت 60 تــا 80 نانومــتر( 

بــا اســتفاده از تیــغ المــاس و بــه کمــک دســتگاه اولترامیکروتــوم  

ــای  ــدند. برش ه ــه ش )Ultracut UCT, Leica, Austria( تهی

نیمه نــازک بــا آبــی تولوئیــدن  در ســدیم بــورات 1% بــه  مــدت 
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ــا  ــرگ ب ــزی شــده و ســپس ســاختار ب ــا 3 دقیقــه، رنگ آمی 2 ت

ــه  ــوری )Japan ,51 Olympus BX( متصــل ب میکروســکوپ ن

دوربیــن دیجیتــال )Olympus DP 71( مشــاهده و مــورد 

ــر روی  ــازک ب ــت )19(. برش هــای بســیار ن ــرار گرف بررســی ق

ــزی  ــپس رنگ آمی ــد. س ــرار گرفتن ــی  ق ــبک مس ــات مش صفح

بــا اســتات اورانیــوم 1% به مــدت 20 دقیقــه و  نمونه هــا 

ــد و در  ــه انجــام گردی ــه مــدت 6 دقیق ــا ســیترات سرب 2% ب ی

نهایــت نمونه هــا به منظــور بررســی فراســاختار ســلولی توســط 

 )AB, Zeiss, Germany  912  TEM )LEO ميكروســكوپ 

.)32،31( گرفــت  صــورت  عکس بــرداری  و  مشــاهده 

سنجش میزان تجمع عنصر سریوم با دستگاه 
ICP-( اسپکترومتری نشری پلاسمای جفت شده القایی

 )OES
ــر  ــتر ت ــدا خاکس ــرگ، ابت ــوم در ب ــزان سری ــنجش می ــرای س ب

ــازه در  ــرگ ت ــای ب ــور نمونه ه ــن منظ ــد. بدی ــه ش ــی تهی گیاه

 ˚C در دمــای )Memmert GmbH, Germany ,UN30( آون

ــی  ــیاب  برق ــا آس ــد و ب ــک ش ــاعت خش ــدت 48 س ــه م 70 ب

بــرای  پــودر شــد، ســپس   )Retsch, Germany ,MM400(

ــه  ــودر تهی ــرم از پ ــاوی 0/5 گ ــای ح ــه ارلن ه ــت ب ــم باف هض

اســید  و  اکســیژنه  آب  از  مخلوطــی  میلی لیــتر   10 شــده، 

کــرده  اضافــه  نســبت 5:1 )حجمی-حجمــی(  بــه  نیتریــک 

ــول  ــا محل ــد ت ــرار داده ش ــی ق ــاق برق ــر روی اج ــپس ب و س

شــفاف و بی رنگــی بدســت آیــد. ســپس بــا اســتفاده از 

ــم 50  ــه حج ــده ب ــول باقیمان ــدک محل ــم ان ــزه، حج آب دیونی

میلی لیــتر رســانده شــد و بدیــن ترتیــب خاکســتر تــر بدســت 

ــول بدســت آمــده  ــوم در محل ــزان عنــصر سری آمــد. ســپس می

 SPECTRO مــدل   ICP-OES دســتگاه  از  اســتفاده  بــا 

ARCOS,76004555 بــا دقــت بســیار بــالا ســنجش شــد )22(.

آنالیز سنجش عنصری  EDX به منظور سنجش عنصر 
CeO2 سریوم در نمونه برگ شاهد و تیمار نانوذرات

ــوذرات  ــمار نان ــاهد و تی ــرگ ش ــازه ب ــه ت ــداری نمون ــدا مق ابت

 ,UN30( را در آون )3200 میکروگــرم بــر میلی لیــتر( CeO2

ــدت  ــای C˚ 70 به م Memmert GmbH, Germany( در دم

48 ســاعت قــرار داده تــا خشــک شــود و ســپس توســط 

آســیاب برقــی )Retsch, Germany ,MM400( پــودر شــد. 

 ،EDX ســپس به منظــور آماده  ســازی نمونــه بــرای آنالیــز

ــمار  ــاهد و تی ــه ش ــرگ نمون ــده ب ــودر خشک ش ــرم پ 0/001 گ

بــا  دســتگاه  مخصــوص  پایــه  روی  بــر   CeO2 نانــوذرات 

 Sputter ــا دســتگاه چســپ کربنــی چســبانده شــد و ســپس ب

 150 تــا   100 به مــدت   )England  ,Coating )CC7650

ثانیــه بــا  mA20، پوشــش دهی بــا طــا انجــام شــد و ســپس 

آنالیــز عنــصری به منظــور ســنجش عنــصر سریــوم بــه  وســیله  

شــد. ســنجش   )EDX )SAMx, Germany دســتگاه 

آنالیز آماری
تصادفــی  کامــا  طــرح  یــک  صــورت  بــه   پژوهــش  ایــن 

در دو تیــمار و چهــار تکــرار انجــام شــد. بــرای تجزیــه و 

تحلیــل آمــاری داده هــا از نرم  افــزار SPSS v.22 اســتفاده 

شــد و مقایســه ميانگــن  داده هــا بــا اســتفاده از آزمــون

ســپس  و  شــد  انجــام   Indipendent samples t-test

شــد.  رســم   Excel نرم افــزار  از  اســتفاده  بــا  نمودارهــا 

شــد. گرفتــه  نظــر  در   0/05 از  کمــتر  معنــی داری  ارزش 

نتایج

CeO2 نتایج خصوصیات نانوذرات
انــدازه ی   ،TEM الکترونــی  میکروســکوپ  تصویــر  در 

 .)a1 کوچکــتر از 50 نانومــتر بــود )شــکل CeO2 نانــوذرات

ارتفــاع   ،AFM از  آمــده  بدســت  توپوگرافــی  تصویــر  در 

 .)b1 ــکل ــد )ش ــن گردی ــتر تعیی ــوذرات CeO2 1/17 نانوم نان

ذرات  همــه   ،CeO2 نانــوذرات   EDX عنــصری  آنالیــز  در 

شناســایی شــده شــامل سریــوم و اکســیژن بودنــد. در ایــن 

پیک هــای سریــوم  بیانگــر  ســیاه رنگ  فلش هــای  آنالیــز، 
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شکل 1-الف( تصاویر میکروسکوپ الکترونی TEM )بزرگنمایی 50 نانومتر( ب( توپوگرافی میکروسکوپ AFM ج( آنالیز خصوصیات 

CeO2 ط( پتانسیل زتا نانوذرات DLS  س( قطر هیدرودینامیکی )بر اساس تعداد( با استفاده از تکنیک  XRD )د  EDX

 CeO2 ــوذرات ــن ســاختار نان می باشــند )شــکل c1(. هم چنی

بــا اســتفاده از دســتگاه XRD  بیــن زاویــه  ˚20 تــا ˚90 تعییــن 

گردیــد. پیک هــای بــه دســت آمــده در زوایــای 28/54، 33/07، 

بــه  47/61، 56/34، 59/22، 69/62، 76/92، 79/06 و 88/43 

ــراش از صفحــات )111(، )200(، )220(،  ــه پ ــوط ب ترتیــب مرب

)311(، )222(، )400(، )331(، )420( و )422( مطابــق بــا کارت 

بــه  مربــوط   6572-013-04  Card No  4-PDF اســتاندارد 

ــد.  ــص بودن ــی خال ــازی مکعب ــاختار ف ــا س ــوذرات CeO2 ب نان

ــی  ــاز فرع ــد و ف ــاز بودن ــوذرات CeO2 تک ف ــن نان هم چنی

 .)d1 و جزئــی در ایــن نانــوذرات مشــاهده نشــد )شــکل

 CeO2 نانــوذرات ایــن، قطــر هیدرودینامیــک  بــر  عــاوه 

بــا اســتفاده از DLS و بــر اســاس تعــداد تعییــن شــد کــه 

91/85 نانومــتر بــود. نتایــج DLS نشــان داد کــه متوســط 

 90/85  ،CeO2 نانــوذرات  هیدرودینامیــک  قطــر  ســایز 

ــود  ــا 0/245 ب ــر ب ــی آن براب ــاخص پراکندگ ــود و ش ــتر ب نانوم

 CeO2 نانــوذرات زتــای  پتانســیل  e1(. هم چنیــن  )شــکل 

.)f1 ــکل ــود )ش ــت ب ــا 19/40- میلی ول ــر ب در pH 6/33 براب

تاثیــر نانــوذرات CeO2 بــر رشــد بــرگ شــامل طــول، 
عــرض و ســطح بــرگ گیــاه همیشــه بهــار

ــوذرات CeO2 )0 و 3200  ــر غلظت هــای نان در شــکل 2، تاثی

ــه  ــان همیش ــرگ گیاه ــد ب ــر رش ــتر( ب ــر میلی لی ــرم ب میکرو گ

 CeO2 ــوذرات ــه نان ــج نشــان داد ک ــار مشــاهده شــد. نتای به

باعــث کاهــش معنــی داری در رشــد بــرگ شــامل طــول، 
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ــول،  ــکل 3(. ط ــد )ش ــار ش ــه به ــرگ همیش ــطح ب ــرض و س ع

 CeO2 عــرض و ســطح بــرگ مربــوط بــه تیــمار نانــوذرات

ــب 50/06، 42/35  ــه ترتی ــتر( ب ــر میلی لی ــرم ب )3200 میکروگ

و 56/44 درصــد نســبت بــه شــاهد کاهــش یافــت )شــکل 3(.

شــکل 3: تاثیــر غلظت هــای نانــوذرات CeO2 )0 و 3200 میکرو گــرم بــر میلی لیــتر( بــر رشــد بــرگ شــامل طــول )a(، عــرض )b( و ســطح )c( بــرگ گیــاه 

همیشــه بهــار. در هــر ســتون حــروف مشــترک نشــان دهنده ی عــدم وجــود اختلاف معنــی دار در ســطح P 0/05≥اســت.

 )CeO2( شــکل 2-تاثیــر غلظت های نانــوذرات اکســید سریــوم

ــاه  ــرگ گی ــد ب ــر رش ــتر( ب ــر میلی لی ــرم ب )0 و 3200 میکرو گ

همیشــه بهــار.
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تاثیــر نانــوذرات CeO2 بــر میــزان تجمــع سریــوم 
بــرگ گیــاه همیشــه بهــار

نتایــج نشــان داد کــه نانــوذرات CeO2 بــر میــزان تجمــع 

قابــل  معنــی دار  افزایــش  آمــاری  لحــاظ  از  بــرگ  سریــوم 

بــرگ  سریــوم  میــزان   .)4 )شــکل  داد  نشــان  را  توجهــی 

 ،CeO2 نانــوذرات  میلی لیــتر  بــر  میکروگــرم   3200 تیــمار 

503/09 میلی گــرم بــر کیلوگــرم وزن خشــک بــود و میــزان 

کیلوگــرم  بــر  میلی گــرم  صفــر  شــاهد  بــرگ  در  سریــوم 

بــود.  سریــوم  فاقــد  شــاهد  بــرگ  و  بــود  خشــک  وزن 

 CeO2 ــوذرات ــای نان ــر غلظت ه ــکل 4: تاثی ش

)0 و 3200 میکرو گــرم بــر میلی لیــتر( بــر میــزان 

سریــوم بــرگ گیــاه همیشــه بهــار. در هــر ســتون 

ــود  ــدم وج ــان دهنده ی ع ــترک نش ــروف مش ح

اختــلاف معنــی دار در ســطح P 0/05≥اســت.

آنالیــز ســنجش عنــصری EDX به منظــور ســنجش عنــصر 
 CeO2 سریوم در نمونه برگ شاهد و برگ تیمار نانوذرات
بــرگ شــاهد  پــودر خشــک شــده ی  آنالیــز EDX نمونــه 

میکروگــرم   3200(  CeO2 نانــوذرات  برگ تیــمار  و 

 ،5 شــکل  در   .)5 )شــکل  شــد  ســنجش  میلی لیــتر(  بــر 

سریــوم  پیک هــای  بیانگــر  ســیاه رنگ  فلش هــای 

سریــوم  عنــصر  پیک هــای  تمامــی  کــه  می باشــند 

مشــاهده   CeO2 نانــوذرات  تیــمار  بــرگ  نمونــه  در 

بــود. سریــوم  پیــک  فاقــد  شــاهد  بــرگ  نمونــه  و  شــد 

شــکل 5: آنالیــز EDX نمونــه بــرگ شــاهد )a( و بــرگ تیــمار نانــوذرات CeO2 )3200 میکروگــرم بــر میلی لیــتر( )b(، فلش هــای ســیاه رنگ بیانگــر 

پیک هــای سریوم می باشــند. 



10

نوذرات... رسی ا�ث �ن  �ب
h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

ا�ن و همکاران �ب
ره 4 ان    .   سال1401    .   دوره 17   .   �ث دانش زیس�ت ا�ی

شــکل 6: بــرش عرضــی پهنــک بــرگ گیــاه همیشــه بهــار در نمونــه شــاهد )a,c,e( و نمونــه تحــت تیــمار نانــوذرات CeO2 )3200 میکرو گــرم بــر میلــی-

لیــتر( )b,d,f( بــه ترتیــب بــا بزرگنمایی هــای 500، 200 و 50 میکرومــتر ):MC ســلول مزوفیــل، :Chl کلروپاســت، :C کوتیکــول، :E اپیــدرم، A: حفــره 

هــوا، :S روزنــه، :VS دســته آونــدی(.

تاثیر نانوذرات CeO2 بر ســاختار برگ گیاه همیشه بهار
ــار  ــه به ــاه همیش ــرگ گی ــی ب ــاختار تشریح ــه، س ــن مطالع در ای

در گیــاه شــاهد و گیــاه تحــت تیــمار نانــوذرات CeO2 )غلظــت 

برش هــای  تهیــه  بــا  میلی لیــتر(،  بــر  میکرو گــرم   3200

آبی-تولوئیــدن  بــا  رنگ آمیــزی  و  برگ هــا  از  نیمه  نــازک 

و مشــاهده بــا میکروســکوپ نــوری بررســی شــد )شــکل6(. 

بــر طبــق نتایــج تحقیــق حــاضر، بهــم  ریختگی بافــت مزوفیــل در 

بــرگ  تحــت تیــمار نانــوذرات نســبت به برگ شــاهد مشــاهده شــد 

)شــکل a-d6(. هم چنیــن کاهــش تعــداد کلروپاســت ها در بافت 

مزوفیــل بــرگ تحــت تیــمار نانــوذرات نســبت بــه بافــت مزوفیــل 

بــرگ شــاهد مشــاهده شــد )شــکل e-f6(. ضخامــت پهنــک بــرگ 

تحــت تیــمار نانــوذرات CeO2، نســبت بــه ضخامــت پهنــک بــرگ 

شــاهد کاهــش یافــت، بــه طــوری کــه ضخامــت پهنــک بــرگ در 

گیــاه شــاهد از 670/7 میکرومــتر بــه 457/3 میکرومــتر در برگ گیاه 
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تحــت تیــمار نانــوذرات رســید )شــکل  a-b6(. هم چنیــن کاهــش 

ضخامت در بافت مزوفیل )شــکل  a-b6( و دســته  آوندی )شــکل  

c-d6( در نمونــه تحــت تیــمار نســبت بــه شــاهد مشــاهده شــد.  

 )g-l( .CeO2 و بــرگ تحــت تیــمار 3200 میکرو گــرم بــر میلی لیــتر نانــوذرات )a-f( ســلول های مزوفیلــی بــرگ شــاهد TEM شــکل 7: ریزنگاره هــای

در گیــاه همیشــه بهــار بــا بزرگنمایــی 5 میکرومــتر ):C کلروپاســت،:CW دیــواره ســلولی، :IS فضــای بیــن ســلولی، :M میتوکنــدری،:NPs  نانــوذرات، 

:Pd پاسمودســماتا، :Pr پراکســیزوم،:V  واکوئــل(.
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 CeO2 ــوذرات ــتر نان ــر میلی لی ــرم ب ــمار 3200 میکرو گ ــت تی ــرگ تح ــاهد )a-c( و ب ــرگ ش ــی ب ــلول های مزوفیل ــای TEM س ــکل 8: ریزنگاره ه ش

 M: ،فضــای بیــن ســلولی IS: ،دیــواره ســلولی CW: ،غشــای ســلولی :CM ،کلروپاســت C:( در گیــاه همیشــه بهــار بــا بزرگنمایــی 640 نانومــتر )d-i(

میتوکنــدری،:NPs  نانــوذرات، :Pd پاسمودســماتا، :Pr پراکســیزوم،:V  واکوئــل(.
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 CeO2 ــوذرات ــتر نان ــر میلی لی ــرم ب ــمار 3200 میکرو گ ــت تی ــرگ تح ــاهد )a-d( و ب ــرگ ش ــی ب ــلول های مزوفیل ــای TEM س ــکل 9: ریزنگاره ه ش

 M: ،فضــای بیــن ســلولی IS: ،دیــواره ســلولی CW: ،غشــای ســلولی :CM ،کلروپاســت C:( در گیــاه همیشــه بهــار بــا بزرگنمایــی 640 نانومــترe-h(

ــل(. ــوذرات، :Pr پراکســیزوم،:V  واکوئ ــدری،:NPs  نان میتوکن

بحث

امــروزه صنعــت نانوتکنولــوژی یک بخش در حال گســترش اســت. 

مدیریــت تاثیــرات محیطی نانومواد مهندســی شــده، نیــاز به درک 

خطــرات بالقــوه آن هــا دارد )33،29،3(. مطالعــات گذشــته نشــان 

ــا نانــوذرات اکســید فلــزی ســبب تجمــع  می دهنــد کــه تیــمار ب

ــا  ــه ب ــود ک ــی می ش ــای گیاه ــف گونه ه ــای مختل آن در بافت ه

 ،ICP-MS، ICP-OES، TEM، EDX روش هــای مختلفی از جملــه

ــت )34(. ــی اس ــل بررس ــره قاب ــو و غی ــی پرت ــای ردیاب تکنیک ه
نتایــج تحقیــق حــاضر، کاهــش طــول، عــرض و ســطح بــرگ در 

ــوذرات CeO2 را نشــان داد.  ــت تیــمار نان ــار تح ــه به ــاه همیش گی

همســو بــا نتایــج تحقیــق حــاضر، کاهــش ســطح بــرگ در گیــاه 

ــتر  ــر میلی لی ــرم ب ــا 4000 میکروگ ــای 500 ت ــت غلظت ه ــزای تح کل
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ــت مشــاهده شــد )35(. رشــد گیاهــان تحــت  ــوذرات اکســید کبال نان

تاثیــر انــواع تنش هــای محیطــی قــرار می گیــرد )40-36(. ســطح 

ــده ی  ــان دهن ــاه، نش ــد گی ــاخص های رش ــی از ش ــوان یک ــرگ بعن ب

محیطــی  تنش هــای  تاثیــر  تحــت  کــه  می باشــد  گیــاه  ســامت 

عــرض  کاهــش طــول،  تحقیــق حــاضر،  در   .)35( قــرار می گیــرد 

و ســطح بــرگ احتــمالا بعلــت کاهــش تعــداد کلروپاســت ها و 

ــال در فتوســنتز  ــل و در نتیجــه کاهــش و اخت ــزان کلروفی کاهــش می

ــود.  ــرگ می ش ــد ب ــش رش ــه کاه ــر ب ــت منج ــه در نهای ــد ک می باش

در تحقیــق حــاضر، تجمــع سریــوم بــه روش ICP-OES در بــرگ 

همیشــه بهــار تحــت تیــمار بــا نانــوذرات CeO2 مشــاهده شــد. 

ــوذرات  ــن نان ــرار گرف ــرض ق ــر روی در مع ــی ب ــات قبل ــتر مطالع بیش

بــا ریشــه و یــا بــذر انجــام شــدند و مطالعــات کمــی یــر روی جــذب 

برگــی نانــوذرات گــزارش شــدند )41(. در ایــن تحقیــق، بــه علــت 

ــت  ــتقیم تح ــور مس ــه ط ــا ب ــی، برگ ه ــپری برگ ــتفاده از روش اس اس

ــوان  ــا بعن ــن روش، برگ ه ــد و در ای ــرار گرفتن ــوذرات ق ــا نان ــمار ب تی

روش  در  می شــوند.  شــناخته  بافــت  حســاس ترین  و  مهم تریــن 

اســپری برگــی، نانــوذرات از طریــق روزنه هــای هوایــی برگ هــا 

ــد  ــاه انتقــال می یابن ــه بخش هــای مختلــف گی جــذب می شــوند و ب

و در نتیجــه منجــر بــه تغییــرات فیزیولوژیکــی و بیوشــیمیایی در گیــاه 

می شــوند )42-41(. در پژوهشــی بــر روی گیــاه خیــار تحــت اســپری 

برگــی نانــوذرات CeO2 و CuO، تجمــع سریــوم و مــس گــزارش شــد 

)18( کــه مشــابه بــا نتایــج تحقیــق حــاضر اســت. هم چنیــن در 

 )Citrus maxima( مطالعــه ای دیگــر، تجمــع آهــن در گیــاه پرتقــال

در   .)43( شــد  گــزارش   3O2Fe نانــوذرات  برگــی  اســپری  تحــت 

ــرد  ــت کارب ــای تح ــان لوبی ــوم در گیاه ــع سری ــر، تجم ــی دیگ تحقیق

برگــی نانــوذرات سریــا )250 تــا 2000 میکرو گــرم بــر میلی لیــتر( 

کاربــرد  تحــت  لوبیــای  گیاهــان  از  بیشــتر  توجهــی  قابــل  بطــور 

ــاک  ــیمیایی خ ــای فیزیکوش ــه ویژگی ه ــد ک ــان ش ــد و بی ــی بودن خاک

ــره(  ــس و غی ــیل ردوک ــی، pH، پتانس ــاده آل ــزان م ــدازه ذرات، می )ان

ــت  ــوذرات و در نتیجــه محدودی باعــث کاهــش دسترســی زیســتی نان

   .)44( می شــوند  ریشــه  بــه  خــاک  از  سریــا  نانــوذرات  جــذب 

تحقیقـــات کمـــی در زمینه ی انتقـــال نانـــوذرات از بخش 

هوایی بـــه ریشـــه وجـــود دارد. مطالعات بیـــان کردند که 

نانـــوذرات CeO2 می توانند از طریق آوند آبکش از ســـاقه 

به ریشـــه منتقل شـــوند. به خوبی مشخص شـــده است که 

سیســـتم انتقال آبکش مســـئول حرکت مواد معدنی خاص و 

فتوســـنتزی می باشـــد. مســـیر انتقال از آبکش بسته به محل 

منبـــع و مخـــزن می تواند رو به بـــالا یا رو به پایین باشـــد. 

در نتیجه در طول نمو زایشـــی، نانـــوذرات CeO2 می توانند 

بـــه بذرهـــا و میوه ها منتقل شـــوند و وارد زنجیـــره غذایی 

شـــوند )41،17(. در تحقیقی، Hong و همـــکاران )41( بیان 

کردنـــد که در گیاهان خیار تحت اســـپری برگـــی با نانوسریا، 

نانـــوذرات از طریـــق هیداتود  )بخش هـــای آزاد کوتیکولی( 

و روزنه هـــای هوایـــی  نفـــوذ کـــرده و بـــه دیواره هـــای 

ســـلول های پارانشـــیم نردبانی و آبکش برگ می رسند و در 

می شـــوند.   توزیع  گیاه  کل 

ICP- هم چنیـــن در مطالعه ی حاضر هم راســـتا بـــا نتایج

OES، نتایـــج آنالیـــز عنصری EDX نیز تجمـــع عنصر سریوم 

را در بـــرگ گیاه همیشـــه بهار تحت تیمار نانوذرات اکســـید 

سریـــوم )3200 میکروگـــرم بـــر میلی لیـــتر( تایید کـــرد. در 

 EDX و ICP-OES توســـط آنالیزهای Zn پژوهشـــی، تجمع

بـــر روی ریزجلبـــکHaematococcus pluvialis تحت تیمار 

نانوذرات ZnO تایید شـــد )45( که مطابق بـــا نتایج تحقیق 

حـــاضر اســـت. هم چنین در گزارشـــی دیگـــر، تجمع عنصر 

کبالـــت توســـط آنالیزهـــای ICP-OES و EDX بر روی برگ 

گیاه کلـــزا تحـــت تیـــمار 4000 میکروگـــرم بـــر میلی لیتر 

نانوذرات اکســـید کبالت تایید شـــد )46(.

در تحقیق حاضر، تغییرات ســـاختاری ســـلول های مزوفیلی 

 CeO2 برگ گیاه همیشـــه بهـــار تحت تاثیر تیـــمار نانوذرات

)3200 میکرو گـــرم بـــر میلی لیتر( در مقایســـه با شـــاهد 

شـــامل به هم ریختگی و کاهـــش ضخامت بافـــت مزوفیل 

برگ، کاهش تعداد کلروپاســـت ها در بافـــت مزوفیل برگ، 

کاهش ضخامت در پهنک برگ و دســـتجات آوندی مشـــاهده 

شـــد. در تحقیق حاضر، کاهـــش ضخامت بافـــت مزوفیل و 

پهنک بـــرگ احتـــمالا منجر به کاهـــش توزیع دی اکســـید 

کربـــن و در نتیجه کاهش فتوســـنتز کـــه در نهایت منجر به 

کاهش رشـــد برگ می شـــود. هم چنیـــن در تحقیق حاضر، 

کاهـــش ضخامت دســـتجات آوندی احتمالا منجـــر به کاهش 

انتقـــال آب و عنـــاصر معدنـــی در گیـــاه و در نتیجه کاهش 

می شود. رشـــد  و  فتوسنتز 

Yuan و همـــکاران )47( بیـــان کردند کـــه فشردگی و کاهش 

انـــدازه ســـلول های بافت مزوفیلـــی به علت کاهش رشـــد 

 Mousavi Kouhi و توســـعه ســـلولی می باشـــد. هم چنین

و همـــکاران )48،31( گـــزارش کردند که کاهـــش فضای بین 

ســـلول های مزوفیلـــی باعث کاهش توزیـــع 2CO و کاهش 

فتوســـنتز و رشـــد گیاه می شـــود. عاوه بر ایـــن Nhan و 

همـــکاران )49( دریافتنـــد کـــه کاهش ضخامت دســـتجات 
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آونـــدی از طریـــق کاهش انتقـــال آب و یون هـــای معدنی 

در گیـــاه منجر به کاهش فتوســـنتز و رشـــد گیاه می شـــود. 

مطالعات نشـــان داده اســـت که جذب و تجمـــع نانوذرات 

و فلـــزات ســـنگین در غلظت هاي بـــالا منجر بـــه تغييرات 

ســـاختاري در گیاهان مي شـــود. برگ هـــا در مقابل تنش ها 

حســـاس مي باشـــند، اما در عن حال از مکانیسم هایی براي 

ســـازگاري با شرايـــط تنش-هـــای محيطي نيـــز برخوردارند. 

پژوهش هایـــی در زمینه بررســـی تاثیر نانـــوذرات و فلزات 

ســـنگین بر روی تغییـــرات ســـاختاری گیاهان انجام شـــده 

اســـت، بعنوان مثـــال مطابق بـــا نتایج تحقیق حـــاضر، در 

 ،ZnO تحقیقـــی بر روی گیاه کلـــزای تحت تنش نانـــوذرات

تغییـــرات آناتومیکـــی از جمله کاهش ضخامـــت پهنک برگ، 

کاهش تعداد کلروپاســـت ها، تغییر شـــکل در ســـلول های 

بافـــت مزوفیلـــی و آونـــدی و کاهش فضاهای بین ســـلولی 

مشـــاهده شـــد )31(. در گزارشـــی دیگـــر، کاهـــش تعداد 

ســـلول های مزوفیلـــی، کاهـــش فضاهـــای بین ســـلولی و 

بی نظمـــی بافت پارانشـــیمی در بـــرگ گیاه خـــردل هندی 

تحت تنش Zn مشـــاهده شـــد )50(.

در مطالعـــه ای بر روی ســـاختار برگ و ریشـــه گیاه تنباکوی 

تحـــت تیمار نانوذرات نقـــره، تغییراتی از جمله ســـلول های 

ریشـــه واکوئله شـــده و تا حدی تخریب شـــده، هسته های 

تخریب شده در ســـلول های ریشه و پاســـتیدهای بی نظم 

و کوچکـــتر شـــده در ســـلول های مزوفیلی برگ مشـــاهده 

شـــد )51(. هم چنین در پژوهشـــی دیگر، تغییرات ساختاری 

از جملـــه کاهش ضخامـــت پهنک برگ و کاهـــش ضخامت 

دســـتجات آونـــدی در برگ گیـــاه بابونه آلمانـــی تحت تنش 

سرب مشـــاهده شـــد )52(. در گزارشـــی بر روی ساختار برگ 

گیاه شـــبدرک )Melilotus officinalis( تحـــت تیمار مس، با 

افزایش غلظت مـــس، ضخامت در پهنک بـــرگ و هم-چنین 

بافـــت مزوفیل برگ کاهـــش یافـــت )53(. در تحقیقی دیگر 

در بـــرگ کلزای تحـــت غلظت 4000 میکروگـــرم بر میلی لیتر 

نانـــوذرات اکســـید کبالـــت، تغییراتـــی در ســـاختار برگ از 

جمله کاهـــش تعـــداد کلروپاســـت ها در بافـــت مزوفیل 

برگ، افزایـــش ضخامت پهنک بـــرگ، عدم تغییـــر ضخامت 

پارانشـــیم نردبانی، افزایش ضخامت پارانشـــیم اســـفنجی و 

کاهش ضخامت دســـتجات آوندی مشـــاهده شـــد )46(. در 

پژوهشـــی دیگـــر، تغییـــرات آناتومیکی در بـــرگ گیاه فلفل 

تحت تیـــمار بـــا نانـــوذرات Fe از جمله افزایـــش ضخامت 

پهنک بـــرگ و هم چنین افزایـــش ضخامت بافـــت مزوفیل 

.)47( برگ مشـــاهده شد 

تغيـــيرات آناتوميكي در ســـلول ها و بافت هـــاي برگ گیاهان 

تحت تنش های محيطي مشـــاهده مي شـــوند )54،52،46(. 

بعنـــوان مثال در گزارشـــی، تنـــش 4ZnSO )350 میکرومول 

بـــر لیتر( بـــر روی گیاه کلـــزا، باعث کاهش تعـــداد و اندازه 

ســـلول های  بی نظمی  هم-چنیـــن  شـــد.  کلروپاســـت ها 

پارانشـــیمی و کاهش اندازه دســـتجات آوندی نیز مشـــاهده 

شـــد )48(. در تحقیقـــی دیگـــر در گیاه برنـــج تحت تیمار 

نانـــوذراتAg  )100 میکرو گرم بر میلی لیـــتر(، تغییراتی در 

ســـاختار برگ از جمله کاهش اندازه ی ســـلول ها و تخریب 

آن ها مشـــاهده شد )55(.

اپيدرم برگ، دســـتجات آوندي، واكوئل ، فضاي بن ســـلولي و 

بافت كانشـــيم بعنـــوان مكان هاي ذخـــيره  و تجمع فلزات 

ســـنگین و نانوذرات در گياهان گزارش شـــده است )56،47(.

در تحقیق حاضر، تغییرات فراســـاختاری سلول های مزوفیلی 

 CeO2 برگ گیاه همیشـــه بهـــار تحت تاثیر تیـــمار نانوذرات

)3200 میکرو گـــرم بـــر میلی لیتر( در مقایســـه با شـــاهد 

شـــامل کاهش تعداد کلروپاســـت ها  و متورم شـــدن آن ها، 

از هم پاشـــیدگی غشـــای ســـلولی، عبور نانوذرات از طریق 

پاسمودســـماتا در بین سلول ها، پراکســـی زومه شدن سلول 

)افزایـــش تعـــداد پراکســـی زوم ها در ســـلول( و هم چنین 

تجمـــع و رســـوب نانـــوذرات در فضاهای بین ســـلولی و در 

بخش های مختلف ســـلول )واکوئل، اســـترومای کلروپاست، 

پراکســـی زوم، دیواره و غشـــا( مشـــاهده گردید. در تحقیق 

حاضر، از هم پاشـــیدگی غشـــای ســـلولی و تجمع نانوذرات 

در غشـــا احتـــمالا منجر به افزایـــش نفوذپذیـــری و تراوایی 

غشـــا و در نتیجـــه افزایش نشـــت یونی و پراکسیداســـیون 

لیپیـــد در ســـلول می-شـــود. هم چنیـــن در تحقیق حاضر، 

تجمع نانـــوذرات در اســـترومای کلروپاســـت احتمالا منجر 

بـــه تولید بیش از حد ROS در کلروپاســـت می شـــود و در 

نهایـــت منجر به کاهش فتوســـنتز می شـــود. عـــاوه بر این 

در تحقیـــق حاضر، تجمع و رســـوب نانـــوذرات در فضاهای 

بین ســـلولی و در ســـایر اندامک های ســـلول احتمالا منجر 

به بیـــش تولید ROS می شـــود.
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مطالعـــات مختلـــف گـــزارش کردند کـــه پراکسیداســـیون 

لیپیـــد در گیاهـــان مختلف در پاســـخ به نانـــوذرات اتفاق 

می افتـــد و تجمع مقادیر بـــالای مالون دی آلدئید و ســـایر 

آلدئیدها به معنی ســـطوح بالای آســـیب ســـلولی می باشد 

)54،49،29،21(. هم چنین گزارش شـــده اســـت که در مقادیر 

زیـــاد نانـــوذرات، بیش تولیـــد ROS صورت می گیـــرد و با 

مکانیســـم اکســـیداتیو همراه خواهد بـــود )54(. نانوذرات 

وارد شـــده بـــه گیـــاه می تواند بـــا زنجیره انتقـــال الکترون 

میتوکنـــدری و کلروپاســـت تداخـــل ایجاد  کنـــد و انفجار 

اکســـیداتیو را بـــه راه بی اندازد و در نهایـــت میزان ROS را 

افزایش دهـــد )54،49(. 

نتایج بدســـت آمده با نتایج بســـیاری از مطالعات گذشـــته 

تطابـــق دارد )57،46،41(. بـــه طـــور کلـــی نتایـــج نشـــان 

می دهد کـــه تجمع و رســـوب نانـــوذرات CeO2 در غلظت 

بالا، روی ســـاختار اندامک هـــای درون ســـلولی تاثیر دارد و 

می توانـــد با کاهـــش فتوســـنتز و در نتیجه با کاهش رشـــد 

و عملکـــرد گیاه در ارتبـــاط باشـــد )46،41(. هم چنین نتایج 

نشـــان می دهد کـــه چگونه ایـــن نانـــوذرات در غلظت بالا 

می تواننـــد بـــرای گیاه دارای ســـمیت باشـــند. با بررســـی 

مطالعـــات مختلف مشـــاهده می شـــود کـــه برهمکنش بین 

نانوذرات CeO2 و گیاهان پیچیده اســـت. تحقیقات نشـــان 

داده اســـت که این نانوذرات دارای پتانســـیلی برای تغییرات 

فراساختاری  و  آناتومیکی  بیوشـــیمیایی،  مورفو-فیزیولوژیکی، 

گیاهـــان می باشـــند )58-57(. بر طبق بررســـی های صورت 

گرفتـــه، نانـــوذرات CeO2 در غلظت های بـــالا تاثیر مضری 

بـــر فیزیولـــوژی، متابولیســـم و تولید محصـــول در گیاهان 

 .)59،57،16( می گذارنـــد 

در پژوهشـــی در گیـــاه خیـــار تحـــت اســـپری برگـــی بـــا 

نانـــوذرات CeO2 )320 میکرو گـــرم بر میلی لیتر(، رســـوب 

نانـــوذرات هـــم در برگ ها و هم در ریشـــه ها مشـــاهده 

شـــد. هم چنین تغییرات ناشـــی از ســـمیت نانـــوذرات در 

فراســـاختار برگ گیاه خیار شـــامل افزایش فضـــای واکوئلی 

در ســـلول های پارانشـــیمی، کاهش تعداد کلروپاســـت ها، 

کاهـــش تعداد دانه هـــای نشاســـته و تجمع نانـــوذرات در 

واکوئـــل بـــود )41(. در گزارشـــی دیگـــر بـــر روی تغییرات 

فراســـاختاری برگ گیاه ماش تحت غلظـــت 1000 میکروگرم 

بـــر میلی لیتر نانوذرات CeO2، نازک شـــدن دیواره ســـلولی، 

بزرگ شـــدن و تجمـــع دانه های نشاســـته، کاهـــش تعداد 

کلروپاســـت ها و متورم شـــدن آن ها مشـــاهده شـــد و در 

نتیجـــه منجـــر به کاهش فتوســـنتز، کلـــروز و تاخیـــر قابل 

توجهـــی در رشـــد گیـــاه شـــد )21(. در گـــزارش دیگری در 

پنبـــه ی تحت تنـــش 500 میکرو گرم بر میلی لیـــتر نانوسریا، 

تصاویـــر TEM نشـــان داد که نانوذرات بیشـــتر به ســـطح 

خارجی کلروپاســـت ها متصل شـــدند و هم چنین تغییراتی 

از جمله تـــورم، تخریب و تغییر شـــکل در کلروپاســـت ها 

و تخریـــب غاف هـــای آونـــدی از طریـــق نانـــوذرات نیز 

مشـــاهده شـــد )49(. هم چنین رســـوب و تجمع نانوذرات 

لانتانیـــوم در فضاهای بین ســـلولی و دیواره ی ســـلولی در 

ســـلول های ریشـــه ی گیاه خیار مشـــاهده شـــد )60(. در 

مطالعه ای دیگر در آرابیدوپســـیس در معـــرض تیمار 3000 

میکرو-گـــرم بر میلی لیـــتر نانوسریا، رســـوب و تجمع بالایی 

از نانوذرات در فضای بین ســـلولی و ســـیتوزول ســـلول های 

برگ مشـــاهده شـــد و تغییراتی از جملـــه افزایش ضخامت 

دیواره ســـلولی، کاهـــش انـــدازه کلروپاســـت ها و کاهش 

اندازه دانه های نشاســـته مشـــاهده شـــد )57(. 

در گزارشـــی بیان شـــده اســـت کـــه نانـــوذرات CeO2 بر 

اندامک های ســـلول برگ تاثیـــر می گذارنـــد. در برگ های 

گیاهان در معـــرض نانوذرات CeO2، کلروپاســـت ها متورم 

شـــده و هســـته فـــشرده می شـــود و تیاکوئیدهـــا خمیده 

می شـــوند و نظـــم خـــود را از دســـت می-دهنـــد. چنین 

تغییراتی در کلروپاســـت ها و تیاکوئیدها، مکانیســـم مهم 

مورد اســـتفاده توســـط گیاهان برای ســـازگاری به مشکات 

ناشـــی از جذب نور و به منظور اجتناب از آســـیب اضافی در 

برابـــر تنش می باشـــد و اختال مهمی در اعـــمال متابولیکی 

ایـــن اندامک ها کـــه منجر بـــه کاهش ظرفیت فتوســـنتزی 

می شـــود را پیشـــنهاد می کند )61(.

در تحقیقی، تجمـــع نانوسریا و نانـــوذرات TiO 2در واکوئل 

ســـلول های پارانشـــیمی و هم چنین میتوکندری های متورم 

شـــده در برگ گیاه جـــوی تحت غلظـــت 1000 میلی گرم بر 

کیلوگرم نانوذرات مشـــاهده شـــد )62(. در مطالعه ای دیگر، 

رســـوب نانوذرات در سلول های پارانشـــیم پوست در ریشه 

گیـــاه جـــوی تحت تیـــمار بـــا غلظـــت 2000 میکرو گرم بر 

میلی لیتر نانوسریا مشـــاهده شـــد. هم-چنین در سلول های 

پارانشـــیم برگی، رســـوب کمتری از نانوذرات مشـــاهده شد 
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ولی فراســـاختار کلروپاســـت ها تحت تاثیر قـــرار نگرفت و 

آســـیبی در کلروپاست ها مشـــاهده نشـــد )59(. عاوه بر 

این، رســـوب نانوذرات در سطح ریشـــه و فضای بین سلولی، 

سیتوپاســـم و واکوئل سلول های ریشـــه ی گیاه خیار تحت 

غلظـــت 2000 میکرو گرم بـــر میلی لیتر نانوسریا مشـــاهده 

.)63( شد 
گزارشـــات متعددی نشـــان دهنده ی ورود نانوذرات به اندامک های 

ســـلولی و تاثیر بر اعمال آن هـــا می باشـــند )62،61،57،54،49(. در 

پژوهشـــی بر روی تغییرات فراســـاختاری برگ گیاه کلزای تحت تنش 

نانـــوذرات اکســـید کبالت، کاهش تعـــداد کلروپاســـت ها و متورم 

شـــدن آن ها، تجمع و رســـوب نانوذرات در واکوئل و دیواره سلولی 

و هم چنیـــن افزایش اندازه دانه های نشاســـته در کلروپاســـت ها 

مشـــاهده شـــد )46(. در تحقیقـــی دیگر بـــر روی برگ گیـــاه برنج 

 ،CuO تحـــت غلظـــت 1000 میکروگـــرم بـــر میلی-لیتر نانـــوذرات

کاهـــش تعـــداد تیاکوئیدها در هـــر گرانـــوم و تیاکوئیدهای متورم 

شـــده مشـــاهده شـــد )64(. در مطالعه ای دیگر بر روی سلول های 

ریشـــه ی گیـــاه گوجه فرنگی تحـــت غلظـــت 2000 میکرو گرم بر 

میلی لیـــتر نانوذرات NiO، متراکم شـــدن هســـته، افزایـــش تعداد 

پراکســـیزوم ها و تخریـــب کریســـتای میتوکندری مشـــاهده شـــد 

)65(. در پژوهشـــی دیگـــر بر روی گیاه جوی تحـــت غلظت 10000 

نانـــوذرات CuO، کلروپاســـت های  بـــر میلی لیـــتر  میکرو گـــرم 

متورم شـــده، کاهـــش تعداد و افزایـــش اندازه ی پاســـتوگلوبول ها 

و دانه هـــای نشاســـته کمتر با اندازه بزرگ تر مشـــاهده شـــد )66(. 

در مطالعـــه ی حاضر تجمع نانوذرات CeO2 در دیواره ســـلولی و در 

واکوئل ســـلول های مزوفیلی برگ گیاهان همیشـــه بهار مشـــاهده 

شـــد. یکـــی از راهکارهایی که گیاهـــان برای تحمل فلزات ســـنگین 

و نانـــوذرات مـــورد اســـتفاده قرار می دهنـــد، به دام انـــدازی آن-

هـــا در جایگاه هـــای ویـــژه ای از بافت های برگ می باشـــد. این 

جایگاه ها بســـته بـــه نوع فلز و گونـــه ی گیاهـــی متغیر اند )67(. 

در تحقیقـــی در ارتبـــاط با مکانیســـم اثـــر ســـمیت نانوسریا )500 

میکرو گرم بـــر میلی لیتر( بـــر روی گیـــاه پنبه، نتایج بررســـی های 

TEM نشـــان داد کـــه کلروپاســـت ها و غاف های آونـــدی تخریب 

شـــدند و در نتیجـــه جذب برخـــی از یون ها از جملـــه روی، منیزیم 

و آهـــن کاهش یافـــت و این کاهش بـــر روی میزان ســـنتز کلروفیل 

و کاهش میزان فتوســـنتز و در نتیجه کاهش رشـــد تاثیرگذار اســـت 

)49(. امـــا در بررســـی تاثیر نانـــوذرات CeO2 و نانوذرات اکســـید 

تیتانیـــوم بـــر روی گیاه جو، نتایج TEM نشـــان داد کـــه در هر دو 

تیـــمار، تجمعاتی از این نانوذرات در آوند چوبی و پارانشـــیم ریشـــه 

مشـــاهده می شـــوند. در حالی کـــه اجزای ســـلول تحـــت تاثیر این 

تیمارها قـــرار نگرفتنـــد و دچار تغییر نشـــدند و به نظر می رســـد 

مکانیســـم جذب نانـــوذرات اهمیت زیادی دارد و ســـمیت نانوذرات 

بـــه ویـــژه در غلظت های بالا بـــه نحوه ی جذب و تجمع شـــان در 

گیاهان و گونه گیاهـــی بســـتگی دارد )68(. در تحقیق حاضر، نتایج

TEM  تجمع و رســـوب نانـــوذرات CeO2 را در برگ های همیشـــه 

ICP- بهـــار به وضوح نشـــان داد که ایـــن نتایج با نتایج حاصـــل از

OES و EDX هم خوانـــی دارد.

نتیجه گیری:

 CeO2 در مجمــوع در تحقیــق حــاضر، تغییــرات مورفولوژیکــی از جملــه کاهــش طــول، عــرض و ســطح بــرگ همیشــه بهــار تحــت تیــمار نانــوذرات

مشــاهده شــد. هم چنیــن نتایــج تجمــع سریــوم بــه روش ICP-OES و EDX هم راســتا بــا نتایــج TEM، نشــان دهنده ی جــذب و تجمــع نانــوذرات 

ــل  ــه هم ریختگــی و کاهــش ضخامــت بافــت مزوفی ــرات ســاختاری )ب ــن آســیب ها و تغیی ــر ای ــود. عــاوه ب ــار ب ــاه همیشــه به ــرگ گی CeO2 در ب

بــرگ، کاهــش تعــداد کلروپاســت ها، کاهــش ضخامــت در پهنــک بــرگ و دســتجات آونــدی( و فراســاختاری )کاهــش تعــداد کلروپاســت ها و متــورم 

شــدن آن هــا، پراکســیزومه شــدن یــا افزایــش تعــداد پراکســی زوم ها در ســلول، از  هم پاشــیدگی غشــای ســلولی و تجمــع و رســوب نانــوذرات در 

 CeO2 فضاهــای بیــن ســلولی، دیــواره و غشــای ســلولی، واکوئــل، پراکســی زوم و اســترومای کلروپاســت( بیانگــر ســمیت غلظــت  بــالای نانــوذرات

در ســطح ســلولی بــود. در نتیجــه، در ایــن پژوهــش بعلــت کاهــش فتوســنتز و رشــد )بــه دلیــل کاهــش ســطح بــرگ، کاهــش تعــداد کلروپاســت ها، 

کاهــش ضخامــت در بافــت مزوفیــل و دســتجات آونــدی بــرگ( و هم چنیــن ســمیت حاصــل از تجمــع و رســوب نانــوذرات CeO2 در بافت هــا کــه 

احتــمالا منجــر بــه بیش تولیــد ROS می-شــود، در نهایــت ممکــن اســت باعــث کاهــش تعــداد، کیفیــت و عملکــرد بذرهــای همیشــه بهــار در مرحلــه 

زایشــی  شــود. پیشــنهاد می شــود کــه در تحقیقــات آینــده تاثیــر نانــوذرات CeO2 در مرحلــه زایشــی همیشــه بهــار نیــز انجــام شــود. هم چنیــن 

بــه  علــت اهمیــت گیاهــان دارویــی، اثــرات خطــرات احتمالــی برهمکنــش نانــوذرات CeO2 بــا ســایر گیاهــان دارویــی و محیــط زیســت بایــد در 

نظــر گرفتــه شــود.
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تقدیر و تشکر:

ICP- از گــروه زیســت شناســی دانشــگاه آزاد اســامی واحــد مشــهد و هم چنیــن از کارشناســان محــترم بخــش میکروســکوپ الکترونــی و دســتگاه

OES آزمایشــگاه مرکــزی دانشــگاه فردوســی مشــهد و نیــز کارشــناس محــترم دســتگاه EDX پژوهشــکده بوعلــی- دانشــگاه علــوم پزشــکی مشــهد 

ــردد. ــی می گ ــت تشــکر و قدردان نهای

تعارض منافع:

نویسندگان اعام می کنند که تعارض در منافع وجود ندارد. 
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