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آبشش کپور معمولی نوجوان  بافتی تغییرات براکسید تیتانیوم اثر نانو ذرات دي
)Cyprinus carpio (در مواجهه با فاز محلول نفت خام  

  
  1، بهزاد نعمت دوست2جوهري سید علی، 1*، سعید ضیایی نژاد 1سیده ژینو حسینی

 ، ایران، بهبهان)ص( الانبیاء خاتمصنعتی گروه شیلات، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه  -1

 ، ایرانگروه شیلات، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه کردستان -2
  

 1396شهریور   6: تاریخ پذیرش    1396فروردین   11: تاریخ دریافت

  
  چکیده

 در و باشدمی پتروشیمی و نفت هايدر زمینه ايگسترده و بزرگ صنایع داراي و بوده نفت خام بزرگ کنندگانتولید از یکی ما کشور

 مختلـف  طـرق  بـه  نفتی مواد کشور به آبی منابع شدن آلوده امکان درنتیجه گردد،می بینی پیش صنایع این در اي ملاحظه قابل آینده گسترش

محلـول نفـت خـام    یت فاز جهت تجزیه و کاهش اثر سماکسید تیتانیوم دي نانو ذراتاثر فوتوکاتالیستی بررسی  باهدفاین مطالعه . دارد وجود
تیتـانیوم در شـرایط تـاریکی و     اکسـید  دينفت خـام و نـانو ذرات    تأثیرتیمار تحت  7 در گرم 89/58ماهیان با میانگین وزنی بچه . انجام گرفت

 هـاي آسـیب  انـواع . گرفت قرار مورد ارزیابی بافتی شناسیآسیب مطالعات منظور به آبشش بافت آزمایش، پایان در .فرابنفش قرار داده شدند

 درهاي ثانویه ثانویه، فیوژن، آنیوریسم و کوتاه شدن رشته هاي رشتهچماقی شدن رأس ثانویه،  تیغه و رشته هایپرتروفی، هایپرپلاژي شامل بافتی

بـا فـاز    شـده  تیمـار  ماهیـان  آبشش بافت در آسیب ترین کم و ترین بیش ترتیب بهاز نظر کمی،  .شد مشاهده مطالعه مورد ماهیان آبشش بافت
ترکیب فاز محلول نفت خام، سوسپانسیون  سه هر اگرچه که داد نشان نتایج. شد محلول نفت خام آماده شده در تاریکی و گروه شاهد مشاهده

 در بافتی آسیب افزایش به منجر آب دراکسید تیتانیوم دي نانو ذراتاکسید تیتانیوم و ترکیب فاز محلول نفت خام و سوسپانسیون دي نانو ذرات

 بـود  تـر  بـیش  مراتـب  بـه از فاز محلول نفت خام آماده شده در تـاریکی   متأثربرابر، آسیب  مقادیر در اما شود،آبشش کپور معمولی نوجوان می
)05/0P>.(  اثـر   اکسید تیتـانیوم و دي نانو ذراتکرد که فرآیند فتوکاتالیستی  عنوانتوان استفاده از این پژوهش می آمده دست بهبر اساس نتایج

  .منجر به کاهش اثرات نامطلوب فاز محلول نفت خام شده است تا حدوديتقویتی پرتوي فرابنفش 
  

  .، کپور معمولیبافتی شناسی آسیباکسید تیتانیوم، فتوکاتالیست، ديفاز محلول نفت خام،  :کلمات کلیدي
  
  
  
  
  
  
  
  

                                                             
  .( zbsaeed@yahoo.com(دار مکاتبات عهده *
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  مقدمه
هـا، مشـتقات نفتـی    از میان انـواع مختلـف آلـودگی   

هـاي محـیط آبـی    آلاینـده  تـرین  مهماز ) هاهیدروکربن(
)Pacheco and Santos, 2001( ،حی انوو ها مصب

محســــوب ) Connell and Miller, 1981(ساحلی 
را بـر ماهیـان اسـتخوانی     تـأثیر تـرین  بـیش  شوند، کـه  می

هـاي  هیـدروکربن  آبزیـان ). Hose et al., 1996(دارنـد  
کننـد،  آروماتیک حلقوي موجود در آب را جـذب مـی  

اثرات متفاوتی بعد از در معرض قرار گرفتن در  درنتیجه
 ,.Teh et al(دهـد  رخ مـی  ها آنها در برابر این آلودگی

 ماهیـان  بـر  اثـرات حـادي   آن ترکیبـات  و نفـت ). 2004

 ماهیـان  جـوانی  و مرحله لاروي بر ها آن اثرات و داشته

 و هیســتوپاتولوژیک تغییــرات مورفولوژیـک،  شـامل 

 نفـت  از ذراتـی . است شده گزارش هاي ژنتیکیآسیب

دارنـد،   اسـتخوانی  ماهیـان  بـر  را تـأثیر  تـرین کـه بـیش  
ــدروکربن شــامل محلــول هــايهیــدروکربن هــاي هی

 و سـمیت  خاطر به که بوده) PAHs(حلقوي  آروماتیک
باشـند  فراوانـی مـی   اهمیـت  داراي محـیط  در پایـداري 

)Hose et al., 1996 .(دهنـد کـه مـواد    ها نشان میبررسی
هیدروکربنی قادرند پس از تغذیه بـه وسـیله موجـودات    
آبزي از دیـواره دسـتگاه گـوارش عبـور نمـوده و بـراي       

    ).Teh et al., 2004(مدت زیادي در آنجا باقی بمانند 
 تـرین رایـج  از یکـی اکسـید تیتـانیوم   دي نانو ذرات

غیـر   و آلی هايآلاینده بردن بین از براي فتوکاتالیزورها
 و فتو بخش دو از واژه فتوکاتالیست. آب است در آلی

و  نـوردهی  معـرف  فتـو  کـه  ،شـده  تشـکیل  کاتالیسـت 
 واکـنش  سـرعت  کـه  اسـت  فراینـدي  بیـانگر  کاتالیست

 توقـف  بـدون  ،کننـده  شـرکت  مـواد  بـراي  را شـیمیایی 

در ). Slamborova et al., 2013(دهد می افزایش واکنش
 تــأثیرکننـده تحــت  تجزیـه فتوکاتــالیزوري، مـواد آلــوده  

و در حضـور ذرات اکسـید فلـزي نظیـر      UVتابش اشعه 
ZnO  وTiO2  گردنـد  تجزیـه مــی)Singh and Singh, 

2002; Lanouette, 1997 .( ــد یکــی از  UV/TiO2فرآین
هــا هــاي تصــفیه آلاینــدهجدیــدترین و کــاراترین روش

 طور بهاکسید تیتانیوم دي نانو ذراتدر این فرآیند . است
کاتـالیزور   عنـوان  بـه هاي فتوکاتالیزي وسیعی در واکنش

ــتفاده ــی  مورداس ــرار م ــردق ــدازه ذرات و  . گی ــاهش ان ک
 ــ درنتیجــه ــالیزور باع ــود افــزایش ســطح ویــژه کات ث بهب

 Kartikeyan and(شـود  مـی  هـا  آنفعالیت فتوکاتـالیزي  

Navaneetha, 2011 .( نـور  تـابشUV  چشـمگیري   تـأثیر
 هـا دهنـده واکنش نوري تجزیه در) منبع انرژي عنوان به(

 انـرژي (نـور   تابش به شدیداً فتوکاتالیست فعالیت .دارد

. اسـت  وابسـته  سـطح کاتالیسـت   روي) سـطح  واحـد  در
 300-370نزدیـک بـه    مـوج  طـول بـا   UVاشـعه   معمـولاً 

 کـار  به نوري تحریک فرآیندانرژي  تأمیننانومتر براي 

زمــانی کــه نــور بــا  ).1387نبیــان و همکــاران، (رود مــی
انرژي بالا یا پرتـو فـرابنفش بـا یـک فتوکاتالیسـت نیمـه       

یابـد، سـبب تهیـیج    تیتـانیوم تمـاس مـی    اکسید ديهادي 
بـرو   هـا  الکتـرون . شـود تیتـانیوم مـی  هاي الکترون در اتم

و بـا مـواد خـارجی     شده پخشروي سطح فتوکاتالیست 
 هـا  الکتـرون دهند که اغلب این اطراف خود واکنش می

ــال   ــکیل رادیک ــبب تش ــیل   س ــون هیدروکس ــا و ی  OHه
گردند که قادر به اکسیداسیون مواد شیمیایی آلی در  می

ــاکتري   ــب ب ــزات، تخری ــاي فل ــود، احی ــا و اطــراف خ ه
اکسید تیتـانیوم داراي یـک بانـد    دي. باشندها میویروس

ظرفیت پر و یک باند هدایت خالی بـوده و بـین ایـن دو    
قـرار دارد کـه در   ) گـاف انـرژي  (ي خاصـی  باند فاصـله 

مشـــخص امکـان انتقـال     مـوج  طولصورت تابش نور با 
در اثـر  . باشــدالکترون از باند ظرفیت به باند هدایت می

ي ظرفیت، الکتـرون از دسـت داده   ــل لایهانجام این عم
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ایـن عمـل   . هدایت داراي الکترون خواهد داشت و لایه
 بـاره گیـرد و دو انتقال در زمان بسیار کوتاهی انجـام مـی  

بانــد ( ترازپــایینبــه ) بانــد هــدایت( ترازبــالاالکتــرون از 
و ) Linsebigler et al., 1995. (گــردد برمــی) ظرفیــت

) UVهـاي تـابش  معمـولاً (هـا  فوتونزمانی که در معرض 
 hν ≥ Eg=3/2eVگیـرد بعـد از جـذب انـرژي     قـرار مـی  

هـا  در نوار رسانش و حفـره ) -e(ها ذرات باردار الکترون
)h+ (هــا در نــوار ظرفیــت هســتند  جــاي خــالی الکتــرون
)Watanabea et al., 1999 .(  

هــاي نفتــی بــر ماهیــان در شــرایط  اثــر هیــدروکربن
 شناسـی  آسـیب با تعیـین مطالعـات    لاًمعموآزمایشگاهی، 
در معـرض آلـودگی، یکـی از     قرارگرفتـه بافتی  ماهیـان  

هاي کاربردي و معمول تعیـین اثـرات آلاینـده بـر     روش
ــی  ــده م ــود زن ــنش  موج ــه درك واک ــه ب ــد ک ــاي باش ه

 ,.Martinez et alکنـد کمـک مـی   داده رخبیولوژیـک  

هــاي آن و یکــی از مزایــاي اســتفاده از شــاخص )(2004
هـاي  مطالعه و بررسی اختصاصی اثرات آلاینده بر انـدام 

باشـد کـه   هدف خـاص مثـل آبشـش، کلیـه و کبـد مـی      
مســئول اعمــال حیــاتی مثــل تــنفس، دفــع، تجمــع و       

در مـاهی   )xenobiotic(ترکیبات ضد حیـات   وانتقال نقل
و در اثـر مواجـه بـا    ) Gernhofer et al., 2001(باشـد  می

هـاي حـاد و اغلـب    بهـاي محیطـی دچـار آسـی    آلاینده
هـاي حیـاتی ماهیـان،    از بین انـدام . شوندمی ناپذیر جبران
ها اهمیت زیادي در تنفس، تنظیم اسمزي، تعادل آبشش
بـــاز و دفـــع نیتـــروژن زائـــد در ماهیـــان دارنـــد -اســـید

)Simonata et al., 2008 .(  ــش ــه آبش ــا ک ــا از آنج ه
بـین بـدن و محـیط بـه     جایگاه تبـادلات یـونی    ترین مهم

نقش مهمی در ثابت نگه داشتن ترکیـب  . روندمیشمار 
هـاي  یـونی درون بـدن بخصـوص در مواجهـه بـا محـیط      

از آنجـا کـه سـطح    ). Evans et al., 2005(آلوده دارنـد  

وسیعی از این بافت در ارتباط مستقیم با محیط خـارجی  
است بنابراین مورفولوژي آن مفیدترین ابزار در بررسـی  

 Schwaiger et(هاي محیطی بر جانور بوده آلاینده أثیرت

al., 1997 (   ــدام ــن ان ــاختار ای ــر در س ــهو تغیی ــوان ب  عن
شـیمیایی مطـرح    هـاي  استرسپاسخ در مقابل  ترین اصلی

  . باشدمی
ــی ــده بررس ــام ش ــاي انج ــاکنون   ه ــه ت ــان داد ک نش

 نـــانو ذرات اســـتفاده از تـــأثیرپژوهشـــی در رابطـــه بـــا 
تجزیـه و حـذف اثـر     سنجش منظور بهاکسید تیتانیوم  دي

هـاي وارد  آلایندگی مـواد نفتـی جهـت کـاهش آسـیب     
صـورت   هـا  آنشده به سلامتی آبزیان و تداخل در رشد 

 فوتوکاتالیتیکی فعالیتلذا در این پژوهش . نگرفته است

 تـأثیرات بردن  بین از جهتاکسید تیتانیوم نانو ذرات دي
یـک   عنوان به ماهی کپور معمولیهاي نفتی در آلودگی

  .بررسی شددار آبزي مدل مهره
  

 ها مواد و روش
قطعـه مـاهی کپـور معمـولی بـا میـانگین        210تعداد 

متـر در  سـانتی  16/15گرم و میانگین طولی  89/58وزنی 
اي واقع در بهبهان بـه کارگـاه   از مزرعه 1393اسفند ماه 

ــاء خــاتمتکثیــر و پــرورش دانشــگاه صــنعتی   ) ص( الانبی
ایـن ماهیـان بـه مـدت دو هفتـه بـا       . بهبهان منتقـل شـدند  

ــهري     ــده ش ــوادهی ش ــگاهی در آب ه ــرایط آزمایش ش
پـس از اتمـام دوره سـازگاري، بچـه     . سازش داده شدند

تقسیم  قطعه 10با تراکم ) با سه تکرار(گروه  7ماهیان به 
در طی . لیتري انتقال داده شدند 300مخزن  21به شده و 

از شروع آداپتاسیون تا پایـان دوره  (مدت زمان آزمایش 
درصد بیوماس موجـود در   3غذادهی به میزان ) آزمایش

هر تانک و با اسـتفاده از جیـره غـذایی اسـتاندارد مـاهی      
 21 غــذاي، EX_CGغــذاي مرحلــه رشــد کپــور ( کپــور
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 نوبــت بــه نســبت مســاوي صــورت 2در  )شــرکت بیضــا
ماهیان و دمـاي   اندازه بهدرصد غذادهی با توجه . گرفت

Ng et al., 2003(. LC50(آب محاسـبه شـد   
96h   در مـاهی

 شـد  گیـري  انـدازه کپور معمولی قبل از آزمـایش اصـلی   
)OECD, 1992( .20هاي مختلف طـی یـک دوره   گروه 

  .زیر مورد آزمایش قرار گرفتند صورت بهروزه 
  

  مورد آزمایشتیمارهاي : 1جدول 
 تیمار  نوع آلاینده  مخفف هر تیمار  سازيشرایط آماده  غلظت

10 % LC50  -  Cont  1  )گروه شاهد(بدون افزودن آلاینده 

10 % LC50 تابش اشعه فرابنفش  TiO2/UV  2 اکسید تیتانیومدي نانو ذرات سوسپانسیون 

10 % LC50 تاریکی TiO2/Dark  3 تیتانیوماکسید دي نانو ذرات سوسپانسیون 

10 % LC50 تاریکی Oil/UV  4 فاز محلول نفت خام 

10 % LC50 تابش اشعه فرابنفش Oil/Dark  5 فاز محلول نفت خام 

10 % LC50 تابش اشعه فرابنفش Tarkib/UV   6 اکسید تیتانیوم و نفت خامدي نانو ذرات سوسپانسیونترکیب 

10 % LC50 تاریکی Tarkib/Dark   7 اکسید تیتانیوم و نفت خامدي نانو ذرات سوسپانسیونترکیب 

  
نفـت خـام در    حل قابلسازي قسمت مادهآ

  آب
نفـت خـام در آب از طریـق اضـافه      حل قابلقسمت 

قسمت آب به دست آمـد   9کردن یک قسمت نفت در 
)Anderson et al., 1974.( لیترمیلی 100 مورد این در 

 ارلن ظرف یک در مقطر آب لیترمیلی 900به  خام نفت

 اضافه شده و با همزن مغناطیسـی بـه مـدت    سربسته مایر

 دقیقـه بـه   در دور 1000 چرخش سرعت با و ساعت 24
 سـاعت سـاکن   24 مدت به هانمونه سپس هم زده شد،

جداسـازي   هـم  از نفـت  و آب فازهـاي  تـا  گذاشته شـد 
ــایع    ــانی ظــرف، م ــق زهکــش تحت شــود، ســپس از طری

ایـن مـایع حـاوي    . موجود در کف آن استخراج گردیـد 
 حـل  قابـل  قسـمت  یـا  خـام  نفت محلول هايهیدروکربن

 ,Phatarpekar and Ansari(باشـد  مـی  آب در نفـت 

2002.(  
  
  

اکسید  دي نانو ذراتطرز تهیه سوسپانسیون 
  تیتانیوم

در ایـن   شـده  اسـتفاده اکسـید تیتـانیوم    دي نانو ذرات
آناتــاز و بــه حالــت پــودري و ســاخت  فــرمپــژوهش از 

نـانو  آمریکـا بـود کـه از شـرکت      US NANOکارخانه 
از این پـودر سوسپانسـیونی   . لیما خریداري گردید  پارس

گـرم   1/1براي ایـن کـار   (در لیتر  گرم میلی 1/1با غلظت
وزن شده، سپس قطره قطره آب مقطر بـه آن   نانو ذرات

شد، سپس  ستیکداضافه گردید تا تبدیل به یک خمیر 
. لیتـر برسـد   میلـی  20آب اضافه شده تا به حجم  آرامی به

دقیقـه در دسـتگاه حمـام     30بعد سه نوبـت و هـر نوبـت    
سپس حجـم کـل نمونـه بـه     . اولتراسونیک قرار داده شد

تهیه شد و به دلیل حساسـیت  ) رسانده شد سی سی 1000
هاي بعدي به تابش نور، این سوسپانسیون تا زمان استفاده

 و در دمـاي اتـاق نگهـداري گردیـد     رنگ تیرهشیشه  در
محدوده قطر هیـدرودینامیک   .)1393توانا و همکاران، (

تـرین تعـداد ایـن     نانومتر بود و بـیش  25تا  10نانو ذرات 
  .نانومتر بودند 98/25ذرات داراي اندازه 
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  17  ... آبشش کپور معمولی بافتی تغییرات براکسید تیتانیوم اثر نانو ذرات دي

قطعــه  3در پایــان آزمــایش، بافــت آبشــش حــداقل 
برداري شـد و  تصادفی نمونه صورت بهماهی از هر تیمار 

هـا پـس از مراحـل    نمونـه . در محلول بوئن تثبیـت شـدند  
، 80، 70، 50(آبگیري از طریق الکل با درجات مختلف 

بـا اسـتفاده از گزیلـول،     سـازي  شفاف، )درصد 96و  90
به روش  آمیزي رنگ، برش و گیري قالبپارافینه کردن، 

ــوزین   ــیلین ائ ــگاســتاندارد هماتوکس ــزي رن ــدند  آمی ش
)Mumford, 2004 .(هرگونــههــا بــراي مشــاهده بافــت 

بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ     شناسـی  آسیبعلائم تغییر 
 هـا  آننوري ارزیابی شدند و توسط فتومیکروسکوپ از 

 سـاختاري  تغییرات). Roberts, 2001(عکس تهیه شد 

 سـایر  و ادم نکـروز،  هیپـرپلاژي،  هیپرتروفـی،  نظیـر 

 شـاهد  گـروه  بـا  مقایسـه  ریختـی در  محتمـل  تغییـرات 

هـاي رشـد   شـاخص  همچنـین  .گرفـت  قرار موردبررسی
، افـزایش وزن  )Wang et al., 2003(طـول کـل   : ماننـد 

)Haung et al., 2008(   درصـد افـزایش وزن ،)Misra 

et al.,  2006(    ضـریب رشـد ویـژه ،)Haung et al., 

و درصـد  ) Ricker, 1975(، متوسط رشد روزانه )2008
  .محاسبه قرار گرفتندبقاء مورد 

طول کل= طول نهایی  –طول اولیه   
افزایش وزن= وزن نهایی  –وزن اولیه   

 ضریب رشد ویژه)=lnوزن نهایی–lnوزن اولیه(×100/تعداد روزهاي آزمایش

درصد افزایش وزن بدن) = وزن نهایی –وزن اولیه (×  100  
نرخ رشد متوسط روزانه=میانگین وزن نهایی-میانگین مزن اولیه/سنجی زیستتعداد روزهاي فاصله دو   

 
ها توسط ها، دادهو محاسبه داده گیري اندازهپس از 

بنـدي  گـروه  Microsoft Office Excel 2010 افـزار  نرم
هــا از آزمــون جهــت پـردازش نرمــال بـودن داده  . شـدند 

 وتحلیـل  تجزیـه . اسـمیرنوف اسـتفاده شـد   -کولموگراف
ــانس  داده ــالیز واری ــا آن ــا ب ــه یــکه  One Way( طرف

ANOVA(      هـا از  انجام شـده و جهـت مقایسـه میـانگین
 مورداسـتفاده درصـد   90آزمون دانکن با سطح اطمینـان  

 SPSS افـزار  نـرم ها با استفاده از تجزیه داده. قرار گرفت
  .نجام شدا) 20نسخه (

  
  بافتی آسیب کمی سازي

 شـده  اصـلاح تغییرات بافتی آبشش بر اسـاس روش  
Bernet  ــه) 1999(و همکــاران کیفــی و نیمــه  صــورت ب

ــد  ــت گردیدن ــین درصــد  . کمــی بررســی و ثب ــراي تعی ب

در هـر رشـته اولیـه از هـر     ، دیـده  آسیب ثانویههاي  رشته
ــه شــمارش شــد و تعــداد   100مــاهی تعــداد  رشــته ثانوی

اي کـه دچـار هـر یـک از تغییـرات یـا       هـاي ثانویـه   رشته
هاي ثانویه ها شده بودند نسبت به تعداد کل رشتهآسیب

هـاي  تغییـرات بـافتی هـر یـک از رشـته     . محاسبه گردیـد 
هـاي زیـر قـرار گرفـت     آبششی فقـط در یکـی از گـروه   

)Bernet et al., 1999(:  
افزایش تعداد انـواع خاصـی   : 1تغییرات پرولیفریشن -

ــلولاز  ــا   س ــد هایپرپلاژی ــاختارها؛ مانن ــا س ــا ی ي 2ه
 .4هاي سنگفرشییا سلول 3هاي کلراید سلول

                                                             
1 Proliferation 
2 Hyperplasia 
3 Chloride cells 
4 Pavement cells 
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هـاي  هـا یـا سـلول   تخریب بافت: 1تغییرات دژنریشن -
 .بافتی 2خاص؛ مانند نکروز

تغییر در ساختار بافت ها؛ مانند : 3تغییرات ساختاري -
 .4جوش خوردگی لاملا

هـایی  افـزایش حضـور سـلول   : 5تغییرات اینفلامیشن -
نقش دارند؛  شده تخریبهاي که در بازسازي بافت

ــا ادم 6هــاي پوششــیماننــد جــدا شــدگی ســلول   7ی
 .ثانویه هاي رشته

ــرات سیتوپلاســمی - ــدازه  : 8تغیی ــر در حجــم و ان تغیی
؛ مانند افـزایش انـدازه یـا    ها آنیا محتویات  ها سلول

ــایپرتروفی ــلول 9ه ــا س ــی و  ه ــد، سنگفرش ي کلرای
 .10موکوسی

  
  نتایج

 11، غلظت کشنده میـانی آمده دست بهبر اساس نتایج 
)LC50 ( براي مـاهی   ساعت 96فاز محلول نفت خام طی

در لیتر برآورد  گرم میلی 070/23کپور معمولی به میزان 
 هـاي آزمـایش بـراي انجـام    LC50 درصد 10که . گردید

  .بعدي استفاده شد
هاي رشـد را در بچـه ماهیـان    نتایج شاخص 3جدول

در . دهــدروز نشــان مــی 20معمــولی طــی مــدت کپــور 
ــژه     ــد وی ــریب رش ــایی، ض ــف، وزن نه ــاي مختل تیماره

)SGR (   ــه ــد روزانـ ــط رشـ ــتلاف ) ADG(و متوسـ اخـ
  ).<05/0P(داري با گروه شاهد نداشتند  معنی

                                                             
1 Degeneratiion 
2 Necrosis 
3 Structural 
4 Lamellar fusion 
5 Inflammation 
6 Epithelial lifting 
7 Oedema 
8 Cytoplasmic 
9 Hypertrophy 
10 Mucous cells 
11 Median Lethal Concentration 

درصد در  90و  50، 10تلفات  ایجادکننده هاي غلظت: 2جدول 
 ساعت 96کپور معمولی نوجوان بعد از 

95% Confidence Limits   
Lower         Upper  Conc.  96h LC  

413/9  991/15 19/13 LC10 
264/19 353/29 070/23 LC50 

958/40 497/72 518/39 LC90 

  
با  شده آلودهبین تیمارهاي  آمده دست بهدرصد وزن 

Oil/Dark  وOil/UV داري نشان با شاهد اختلاف معنی
داري سایر تیمارهـا اخـتلاف معنـی    که درصورتیدادند، 

ــت   ــاهد نداش ــروه ش ــا گ ــول،   . ندب ــزایش ط ــه اف ــا مقایس ب
اخـتلاف   Oil/UVو  Oil/Dark بـا  شـده  آلودههاي تیمار

ــی ــار    معن ــه تیم ــتند، بطوریک ــاهد داش ــروه ش ــا گ داري ب
Oil/UV هـا  ترین مقدار رشد طولی را در بـین گـروه   کم

مایشــی داشــت، در ایــن پــارامتر نیــز ســایر تیمارهــاي آز 
درصد بقـاي  . داري با گروه شاهد نداشتنداختلاف معنی

 66/76(تـرین میـزان   کـم  Oil/Darkبـا   شده  آلودهتیمار 
  . هاي آزمایشی داشترا در بین گروه) درصد

 آبشش کپور معمولی در هیستوپاتولوژیک تغییرات

 نشـان  4تـا  1 شـکل  در آزمایشـی  مختلـف  هـاي گـروه 

 بـا  سـالم  آبشـش  بافـت  شاهد در گروه. است شده داده

هاي اپیتلیـال و  شد و سلول دیده منظم آبششی هايرشته
لاملاهاي ثانویه و اولیه تغییراتی را نشان ندادنـد و داراي  

 سـاختاري  در بافت آبشش تغییرات. حالت نرمال بودند

آسـیب   و ادم نکـروز،  هیپرتروفـی، هیپـرپلاژي،   نظیـر 
هـاي  تیغـه جدا شدن اپیتلیـال از غشـاي پایـه     عمومی مثل

هـاي آبششـی و چسـبندگی    آبششی، چماقی شدن رشـته 
 بـا  مقایسـه  ریختـی در  محتمـل  تغییـرات  و سـایر  هاتیغه

  .شاهد مشاهده شد گروه
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  19  ... آبشش کپور معمولی بافتی تغییرات براکسید تیتانیوم اثر نانو ذرات دي

 روز پرورش 20هاي رشد در تیمارهاي مختلف بچه ماهی کپور معمولی پس از بررسی شاخص: 3جدول

WG% وزن نهایی نهاییطول  درصد بقاء ADG SGR پارامتر 

22± 38/48b 0/0±100a 28/3±4/19b 5 ± 83/78a 73/4± 12/76 a 77/0± 94/1 ab شاهد 

/1 ± 07/33ab 0/0±100a 36/1±03/15ab 14± 81/70a 14± 16/68a 74/0 ± 4/1ab TiO2/UV 
1 ± 28/37ab 0/2±95a 52/1±98/18b ± 98/75a 13± 22/73a 59/0± 56/1 ab TiO2/Dark 

31/3±11/19a 8/2±80c 98/0±49/15a 94/9±73/66a 9 ± 92/63a 13/0 ± 87/0a Oil/UV 
1/6±66/16a 5/3±66/76c 1±83/16ab 55/3±05/72a 45/3± 95/68a 26/0 ± 76/0a Oil/Dark 
5 ± 48/19a 9/1±33/93ab 89/0±36/16ab 8± 85/70a 8± 89/67a 23/0± 88/0a Tarkib/UV  
78/7± 96/28ab 2/3±90ab 63/1±82/17ab ± 01/74a 3± 12/71a 3/0± 26/1 ab Tarkib/Dark 

 mean±SD صورت به ها داده ).<05/0P(دار ندارند هاي داراي حروف بالانویس مشترك با یکدیگر اختلاف معنادر هر ستون میانگین* 
  .است شده  دادهنشان 

 

 
 گروه شاهدهاي سالم از نمونه ساختار آبشش: 1شکل 

 
اکسید تیتانیوم دي نانو ذراتبا سوسپانسیون  مواجهه از پس کپور معمولی نوجوان آبشش در شده مشاهده بافتی تغییرات انواع :2شکل 

-هاي اپیتلیومی تیغههایپرتروفی سلول: Cثانویه؛  هاي رشتهچماقی شدن رأس : Bآنیوریسم؛ : A. تحت تابش فرابنفش)و ب تحت تاریکی)الف

  هاي ثانویهکوتاه شدن رشته: Dهاي ثانویه؛ 

A 

 ب الف
B 

C 

B 

D 
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تحت تاریکی و )فاز محلول نفت خام الف با مواجهه از پس کپور معمولی نوجوان آبشش در شده مشاهده بافتی تغییرات انواع :3شکل 

: Eنکروز؛ : Dثانویه؛  هاي رشتهچماقی شدن رأس : Cفیوژن؛ : Bهاي ثانویه؛ هاي اپیتلیومی تیغههایپرتروفی سلول: A. تحت تابش فرابنفش)ب
  هاي ثانویهکوتاه شدن رشته: Fهایپرپلاژي؛ 

  
-دي نانو ذراتبا ترکیب فاز محلول نفت خام و  مواجهه از پس کپور معمولی نوجوان آبشش در شده مشاهده بافتی تغییرات انواع :4شکل 

: Dهاپیرپلاژي؛ : Cآنیوریسم؛ : Bثانویه؛  هاي رشتهچماقی شدن رأس : A. تحت تابش فرابنفش)تحت تاریکی و ب)اکسید تیتانیوم الف
 .هاي ثانویهتیغههاي اپیتلیومی هایپرتروفی سلول

  

 )است شده داده نشان Mean ± SD صورت به نتایج( بافتی مختلف تغییرات هاي ثانویه آبششی دچارفراوانی رشته: 4جدول 
  )درصد(انواع مختلف تغییرات بافتی   تیمار

  پرولیفریشن  دژنریشن  اینفلامیشن  ساختاري  سیتوپلاسمی
1  9/0±4a  2/2±4/3a 1/1±7/2a  4/0±2/0a 8/0±7/0a 
2  3/2±6b  1/4±5a  1/2±4ab  8/0±7/1b  5/1±2/3c  
3  3/2±5/8c  6/3±2/5a  6/0±1/0ab  8/0±7/1b  5/0±5d  
4  6/3±11d  2/4±13b  2/1±7/8c  1/1±5/13e  8/1±5/13e  
5  5/1±7/12e  2/4±7/13b  6/3±7d  3/1±15f  6/2±14f  
6  8/0±2/7bc 5/2±4/4a 1/1±5/4ab 1/1±2/4c 8/0±2/2b 
7  6/1±7/7bc 6/0±5/5a 1/1±5/3b 5/1±2/5d 5/0±3bc 

  ).<05/0Pدار ندارند هاي داراي حروف بالانویس مشترك با یکدیگر اختلاف معنادر هر ستون میانگین* 
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  درصد تغییرات مختلف بافتی در تیمارهاي مختلف :5شکل 

  
  بحث 
 طـور  بـه  میـدانی  و آزمایشـگاهی  مطالعـات  امـروزه 

هـاي آروماتیـک   هیـدروکربن  که اندکرده ثابت یکسان
 تحـت  را دریـایی  و مصـبی  موجودات شدت بهحلقوي 

ــأثیر ــرار ت ــی ق ــد م و  Burger, 1997.( Smith( دهن
Cameron )1979 (    اشاره کردند که قـرار گـرفتن مـاهی

ــک       ــث تحری ــام باع ــت خ ــول نف ــاز محل ــرض ف در مع
 سـاس بـر ا . شـود بدن براي رشد بـافتی مـی   وساز سوخت

 دریـایی  موجـودات  از بسیاري Connell (1995(نظریه 

 در معـرض قرارگیـري   مقابـل  در را حـادي  هـاي پاسـخ 
PAHS کشـنده   زیـر  اثـرات  امـا  دهنـد نمی نشان خود از

 را) فیزیولـوژیکی و پـاتولوژیکی   رفتاري، بیوشیمیایی،(

 در دارد تا ماه چندین به نیاز کنند که حداقلتحمل می

بسـیار   هـا  آنتشـخیص   درنتیجـه  و نمایـد  رشـد  موجـود 
چنین اثراتـی توسـط مسـیرهاي متـابولیکی     . مشکل است

 تولیـدمثل ، رشد کم، هماوري پایین و نقص دیده آسیب

روي جمعیت و جامعه ممکن اسـت   تأثیر. شودظاهر می
اولیـــه  قرارگیـــريهــا بعـــد از در معــرض   حتــی ســـال 

  . نباشند تشخیص قابل
 در کـه  اسـت  فیزیولوژیک پارامتر ترین مهم رشد،

مطالعـه   خـوبی  بهاجتماعی ماهیان  وانفعالات فعل با رابطه
 شرایط تحت). 1388و همکاران،  ایمان پور(شده است 

 صـرف  تـا  دارد نیـاز  تـري  بیش انرژي به ماهی استرس،

ــدهاي ــد  هموســتاتیک فراین  (Schereck, 1982).کن
تـر از رشـد، صـرف اسـترس      انرژي بیش دیگر  عبارت به

و  Moradyan et al., 2012 .(Sharaf(شـــود مـــی
Tawwab         نشان دادنـد کـه مـواد نفتـی اثـرات منفـی بـر

ــا    ــاهی تیلاپی ــا م ــد و بق ــرد رش  Oreochromis(عملک

niloticus (دارد .Heintz  و همکــاران)گــزارش ) 2000
ــزل      ــاهی ق ــرفتن م ــرار گ ــه ق ــد ک ــورتی کردن آلاي ص

)Onchorhynchys gorbuscha (حلول در معرض فاز م
  .شوددر رشد و کاهش بقا می تأخیرنفت خام باعث 
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در این پژوهش وزن و طول نهایی نسبت بـه وزن و  
در  قرارگرفتـه طول اولیـه افـزایش داشـته امـا تیمارهـاي      

معرض فاز محلول نفـت خـام آمـاده شـده تحـت تـابش       
نسبت به گروه شاهد کـاهش طـول   ) Oil.UV(فرابنفش 

اکسـید  دي نـانو ذرات ترکیـب همزمـان   داشتند و تیمـار  
تیتانیوم و فاز محلول نفت خام آماده شـده تحـت تـابش    

و  Oil/UV(و ترکیبات نفتـی  ) Oil.TiO2/UV(فرابنفش 
Oil/Dark (  ار درصــد وزن و  دموجــب کــاهش معنــی

در ایـن پـژوهش وزن و طــول    .ضـریب رشـد ویـژه شــد   
نهــایی نســبت بــه وزن و طــول اولیــه افــزایش داشــته امــا 

در معـرض فـاز محلـول نفـت خـام       قرارگرفتهتیمارهاي 
نسـبت بـه   ) Oil.UV(آماده شده تحـت تـابش فـرابنفش    

ترکیب همزمان گروه شاهد کاهش طول داشتند و تیمار 
اکسـید تیتـانیوم و فـاز محلـول نفـت خـام       دي نانو ذرات

و ) Oil.TiO2/UV(آمــاده شــده تحــت تــابش فــرابنفش 
کـاهش  موجـب  ) Oil/Darkو  Oil/UV(ترکیبات نفتی 

  .دار درصد وزن و ضریب رشد ویژه شدمعنی
قرار گرفتن ماهی در معرض فاز محلـول نفـت خـام    
ممکن است منجر بـه کـاهش مصـرف غـذا و وزن بـدن      

ــار    ــابه ک ــه مش ــود؛ ک و ) Khan )1981و  Kicheniukش
Kori-Siakpere )2000 ( وSaborido-Rey  و همکاران

در معرض  بود که نشان دادند قرار گرفتن ماهی) 2007(
منجر به کـاهش تغذیـه و    تواند میفاز محلول نفت خام، 

. وزن بدن شود که بازتاب تغییر در ضریب چـاقی اسـت  
نشـان دادنـد کـه    ) Onah )2002و  Ofojekwuچنـین  هم

بـــدن خـــود را بـــا دفـــع  وســـاز ســـوختمـــاهی نـــرخ 
آن  تبع بهدهد، و هاي آروماتیک افزایش می هیدروکربن

بـراي حفـظ هموسـتازي نسـبت بــه     تـري را   انـرژي بـیش  
نـرخ رشـد    رو ازایـن دهـد،  سـازي اختصـاص مـی   ذخیره

بـدن در   وسـاز  سـوخت افزایش سـرعت   .یابدکاهش می

و  Brocksenهاي هیدروکربنی توسـط  پاسخ به آلودگی
Bailey )1973 ( ــاس راه راه و ) Striped bass(در بــ

Cyprinodon variegatusl  توســـــطOmoregie و 
از سـوي دیگـر   . اسـت  شـده  دادهنشان ) 1995(همکاران 

نفتی ت ترکیبادر یکسري از مطالعات مشخص شـد کـه   
و نمو و شد ، رنایی تولیدمثلاتودر موجب تضعیف 

کـلارك،  ( شوند مییایی دات درموجوارش گوو تغذیه 
در . خوانی نـدارد هاي ما همکه این نتایج با یافته). 1385

زي کـاهش  طـور نـاچی  این پژوهش عملکردهاي رشد به
ــژوهش   ــابه پ ــه مش ــت ک ــاي یاف ــاران  Afolabiه و همک

بود که نشان دادند قرار گرفتن ماهی در معرض ) 1985(
حـالی، حرکـت کـم و    فاز محلول نفـت خـام باعـث بـی    

تـر   شود که بـه علـت تغذیـه کـم    نزدیک به هم ماهی می
ــد کــه  ) Cameron )1979و  Smith. اســت اشــاره کردن

قرار گرفتن ماهی در معرض فاز محلول نفت خام باعث 
ــوختتحریـــک  ــاز سـ ــافتی   وسـ ــد بـ ــراي رشـ ــدن بـ بـ

ممانعـت از رشـد در آزمـایش حاضـر، ممکـن       .شود می
طبیعی بدن توسط  وساز سوختاست به علت اختلال در 

نتـایج حاصـل از ایـن آزمـایش      .سمیت نفت خـام باشـد  
داري در میزان تغذیه، نه رابطه معنیگونشان داد که هیچ

رشد و سلامت عمومی ماهیان در مقایسه با گروه شـاهد  
ــه . نیســت ــا یافت ــایج ب ــن نت ــاي ای ران همکاو  Birtwellه

ــه )  1999( ــمکــــ ــاي تخــــ پشت ژگوآزاد ماهی  هــــ
)Oncorhynchus gorbuscha ( روز  10ت به مدرا

 1لاسکاآشمالی پ سلوم انفت خال محلوز ثیر فاأتحت ت
محیط را در حاصل ي هارولاار دادنـــــــد و  قر 1لاسکاآ

 ها آنره بال دوسا 3تا  1از پس . نددکرزي هاسارطبیعی 
  . خوانی داردهم ؛ندار دادقر موردبررسیده و صید نمورا 

                                                             
1 Alaskan north slop 
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هـاي اکسیداسـیون   هاي پایدار که واکنشکاتالیست
هاي موجود در هـوا  توانند آلایندهکنند، میرا تسریع می

هـاي آلـی و   هـاي معـدنی، آلاینـده   یا آب شامل آلاینده
هـا بـه   با تجزیه آلاینده. ها را اکسید کنندمیکروارگانیسم

توان نیاز به انباشتن یا منهـدم کـردن   ، میتر ضرر کممواد 
شوند را به حـداقل  ها که از هوا یا آب خارج میآلاینده
 ).Xie et al., 2007(رساند 

ــوم ــودگی ب ــا ســازگانآل ــی، ب ــرات هــاي آب  تغیی

 وقتـی  کـه  طوري به بوده همراه ماهیان در شناسی یبآس

 از تـوان مـی  گیرند،می قرار آلودگی معرض در ماهیان

 محـیط  آلـودگی  میـزان  هاي بافتیآسیب بررسی طریق

 آبشش ).Roncarati et al., 2006(نمود  تعیین را آبی

 تبـادل  همچـون  مختلفـی  عملکردهـاي  داراي ماهیـان 

 تعـادل  و نیتـروژن  دفـع  اسمزي، تنظیم تنفسی، گازهاي

 این جهت و به (Hibiya et al., 1982)باز هستند –اسید

 تبادل در که بوده خاصی هايویژگی داراي عملکردها،

. اثرگـذار اسـت   محـیط  و ماهی بین سمی شیمیایی مواد
نـوعی   آبشـش  در شده مشاهده بافتی عوارض از بسیاري

 ایجـاد  بـدن  به هاآلاینده ورود برابر در دفاعی مکانیسم

تلیـوم  اپـی  لیفتینـگ  و هایپرپلاژي هایپرتروفی،. کنندمی
 Tintos et( . شوندمی خون و آب فاصله افزایش سبب

al., 2007 .(در تعـداد  غیرطبیعـی  افزایشـی  هایپرپلاژي 

 تبـادل  بـر  عارضه این .است آبشش تلیوماپی هايسلول

 شـدیدتر  حـالات  در و گذاشـته  تـأثیر  تـنفس  و گـاز 

 و یکـدیگر  به مجاور هايتیغه به اتصال منجر تواند، می
 درواقع). Nowak, 1992(شود  گاز تبادل از جلوگیري

 بـه  منجـر  دفـاعی  مکانیسـم  یـک  عنـوان  بـه  يژهایپرپلا

 سـم  انتشـار  سطح فاصله افزایش و تنفسی سطح کاهش

ــون در ــی خ ). Cengiz and Unlu, 2006(شــود م
Ribeiro  ــاران ــی در) 2005(و همک ــأثیرات بررس  ت

 ،مارمـاهی  بر آبشش نفتی ها هیدروکربن و ها کش آفت
 اثـر  بررسـی  در (2011) همکارانش و Santosهمچنین 

 ،Trachinotus carolinus مـاهی  آبشـش  بـر  نفتـالین 
ــایپرپلازي ــزارش را ه ــد گ ــان  .کردن ــدرماهی  فلان

 PHAS )Hutz et به آلوده هايمکان از شده آوري جمع

al., 1999 ( خـام   نفـت  بـا  شده آلوده آلايقزل ماهیانو
)Engelhardt et al., 1981 (نظیــر عــوارض بــافتی 

بـر  تلیـومی،  اپـی  هـاي سـلول  هـایپرپلاژي  و هـایپرتروفی 
همچنـین   و لاملاهـا  اپیتلیـوم  شـدن  غیرعادي و آمادگی

 در موکـوس  تولیـد  افـزایش  و مردگـی خون خونریزي،

در ایـن   شـده  مشـاهده که با نتـایج   .را نشان دادند آبشش
 سـوي  از هـا هآلاینـد  نفـوذ  اسـترس . پژوهش مشابه بـود 

 به و اپیتلیومی هايسلول هایپرپلاژي القاء موجب دیگر

 جـوش . شـود مـی  ثانویه لاملاهاي متعاقب هم چسبیدن

 کـاهش کیفیـت   وجـود  بـا  یکدیگر، به لاملاها خوردن

 محـیط  بـین  فاصـله  افـزایش  موجـب  ها،آبشش فعالیت

 از جلوگیري دفاعی جهت سد یک شده، خون و خارج

 عـوارض  کاهش و ماهی بدن به هاآلاینده تر بیش نفوذ

ــده آســیب ــدایجــاد مــی هــا آن زنن ایــن حالــت در . کن
توانـد مـاهی را از عـوارض ناشـی از در      مـی  مدت کوتاه

هـاي محیطـی در امـان دارد     با آلاینده قرارگیريمعرض 
)Mazon, 2002.( در محافظی تواندمی لاملایی فیوژن 

 اثـر  در. باشـد  آبشش سطح پذیريآسیب میزان کاهش

 واسطه به مجاور ي ثانویهتیغه دو اپیتلیوم فیوژن، عارضه

 مــوارد برخــی در و برآمــدگی یــا و هـایپرپلاژي 

 موجـب  و یابـد  مـی  اتصـال  هـم  بـه  اپیتلیـوم  هایپرتروفی

شـود  مـی  مربوطـه  سـطوح  طریـق  از گـاز  توقـف تبـادل  
)Nowak, 1992; Mallat, 1985 .( و  آبششـی  نکـروز

 از ناشـی  مستقیم هايپاسخ آبشش اپیتلیوم پوسته ریزي

 در اپیتلیـال  شـدن لایـه   پوسـته  پوسـته  .است سموم عمل
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 بافتی میان مایع فیلتراسیون عدم دلیل به آبششی هايتیغه

 افزایش طریق از گاز مبادله کاهش باعث که ایجاد شده

 شـود، مـی  لاملایـی  بین فاصله کاهش و انتشار يفاصله

 جـذب  کـاهش  موجـب  توانـد عارضه مـی  این چنین هم

 ,Jayachandran and Pugazhendy(گردد  سمی مواد

 رسیدن اپیتلیوم، فاصله برآمدگی دیگر عبارت به). 2009

 Cengiz(دهـد  می افزایش را خون جریان به سمی ماده

and Unlu, 2006 .(و همکـاران   شریف پور)در) 1390 
اثرات فاز محلـول نفـت خـام را     شناسی آسیباي مطالعه

 Rutilus(بر بافت آبشش بچه ماهی سفید دریـاي خـزر   

frisii kutum (  ــگاهی ــرایط آزمایش ــیدر ش  موردبررس
اپیتلیـال از   جـدا شـدن  ، هـا  آننتایج مطالعات . قرار دادند

-ها و تیغهدر رشته پرخونیهاي آبششی، غشاي پایه تیغه

هـا،  چمـاقی شـدن انتهـاي تیغـه    هاي آبششی، آنیوریسم، 
هـا، هـایپرپلاژي بـین    هاي اپیتلیال تیغـه هایپرتروفی سلول

ــان  هــا و چســبندگی تیغــه تیغــه هــاي آبششــی را در ماهی
هاي مطالعه حاضـر  این نتایج با یافته. نشان داد شده آلوده

  . بودندهمسو 
 سـه  هـر  اگرچهمیانگین نتایج حاصله نشان داد که، 

اکسـید تیتـانیوم، فـاز    دي نانو ذراتسوسپانسیون  ترکیب
اکسید تیتانیوم دي نانو ذراتمحلول نفت خام و ترکیب 

رشد در کپور  تغییرافزایش  به منجر آب درو نفت خام 
معمولی نوجوان شد، اثرات منفی فاز محلول نفـت خـام   

توانـد  نسبت به سایر تیمارها شدیدتر بود که این امـر مـی  
. به دلیل قرار گـرفتن در معـرض مسـتقیم آلاینـده باشـد     

اکســید تیتــانیوم دي نـانو ذرات حضــور  دیگـر  عبــارتی بـه 
کننـدگی نفـت خـام را در تیمارهـایی کـه      اثـرات آلـوده  

 نـانو ذرات فاز محلـول نفـت خـام و     تأثیرهمزمان تحت 
ــهاکســـید تیتـــانیوم دي . بودنـــد، کـــاهش داد قرارگرفتـ

هـاي وارد شـده بـه    ن داد کـه آسـیب  همچنین نتایج نشـا 

ــه  ــش هم ــت آبش ــی  باف ــاي آزمایش ــاًي تیماره ــا  تقریب ب
هاي آلـی بـوده   یکدیگر یکسان و مشابه اثر سایر آلاینده
ــتند   ــاوت داش ــی تف ــر کم ــط از نظ ــن. و فق ــوع  ای موض

 تغییـرات  ایـن  از برخـی  کـه  اسـت  آن دهنـده  نشـان 

هـاي  آلاینـده  توسـط  اسـت  ممکـن  و نیستند اختصاصی
 سـایر  ماننـد  نیـز  هـا آلاینـده  ایـن  .شـوند  القـاء  متفـاوت 

دفـاعی   سـازوکارهاي  افتـادن  راه بـه  باعـث  هـا آلاینـده 
 بدن درون به هاآلاینده تر بیش ورود از ممانعت منظور به

 و تـنفس  نظـر  از آبشـش  کـه  ازآنجـایی . شوندمی ماهی
 حیـاتی  بسـیار  انـدامی  ماهیـان  براي بقـاي  اسمزي تنظیم

 سیسـتم  و انـدام  ایـن  ها برآلاینده اثر به توجه باشد،می

 اهمیـت  بسیار داراي آن عملکرد کننده تنظیم هورمونی

 آلـودگی فزاینـده   و صـنعت  پیشـرفت  به توجه با. است

مثـل   خطرنـاکی  هـاي آلاینـده  اثـر  آبی، هايسازگانبوم
 بایـد  آبزیـان  بـر  آروماتیـک حلقـوي   هـاي هیدروکربن

  .قرار گیرد موردتوجه تر بیش
 

  سپاسگزاري
دانـیم از زحمـات کلیـه    در اینجا بـر خـود لازم مـی   

کســانی کــه مــارا در انجــام ایــن تحقیــق یــاري نمودنــد   
  . سپاسگزاري نماییم
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