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چکيده
زمينه و هدف: نانوذرات نقره در بسياري از جنبه هاي کاربردي در سلامتي انسان اهميت دارند. با توجه به نبود مستندات دقيق درباره سميت نانوذرات نقره، اين تحقيق با 

هدف بررسي تاثير نانوذرات نقره بر تغييرات آنزيم لاکتات دهيدروژناز و تغييرات بافتي قلب انجام شد.

مواد و روش ها: در اين مطالعه، کلوئيد نانو ذرات نقره با غلظت هاي50، 100، 200و ppm400 به رت هاي نر ويستار که در پنج گروه هشت تايي تقسيم شدند، در پنج روز 
متوالي به صورت داخل صفاقي تزريق شد. سپس سه، هشت و دوازده روز پس از آخرين تزريق، خون گيري انجام شد و در پايان، نمونه بافتي از قلب تهيه شد و جهت بررسي 
با روش هماتوکسيلين- ائوزين رنگ آميزي شد. سپس به منظور بررسي تاثير نانوذرات نقره بر آنزيم لاکتات دهيدروژناز در روزهاي مختلف، از آزمون آناليز واريانس يک 

طرفه استفاده شد و P>05/0 به عنوان سطح معني داري در نظر گرفته شد. 

 ppm400 تغييرات بافتي در دوز .)P value=0.192( نتايج: يافته ها نشان داد که غلظت هاي مختلف نانوذرات نقره بر روي مقدار آنزيم لاکتات دهيدروژناز تاثير معناداري ندارد
از نانو ذرات نقره در مقايسه با گروه کنترل احتمالًا نشان دهنده شروع روند آپوپتوز مي باشد. 

نتيجه گيري: در اين مطالعه، تغيير معني داري در ميزان فعاليت آنزيم لاکتات دهيدروژناز در اين غلظت ها ايجاد نشد که حاکي از ايمن بودن اين نانوذره براي فعاليت آنزيم مزبور 
مي باشد. با توجه به شباهت فيزيولوژيک موش و انسان، از نتايج حاصل مي توان براي جلوگيري از آسيب هاي قلبي انسان در حين استفاده از نانوذرات نقره استفاده نمود.

کلمات کليدي: نانوذرات نقره، لاکتات دهيدروژناز، سميت، بافت قلب

مقدمه
زمان هاي  در  است.  نانوتکنولوژي  در  کاربردي  مواد  از  يکي  نقره 
قديم، نقره کاربرد وسيعي داشت و در تمدن هاي باستان از خاصيت 
ضد باکتريايي نقره استفاده مي شد )1، 2(. همچنين از نقره به عنوان 
جواهر، پول هاي سکه¬اي، عکاسي و تجهيزات پزشکي استفاده مي شد 
و مقدمه آنتي بيوتيک هايي بود که در فعاليت ضدعفوني و به خصوص 
در کنترل زخم هاي باز و سوختگي ها مورد استفاده قرار مي گرفت )3، 
4(. براساس مستندات تاريخي، نقره توسط پادشاهان ايراني در حدود 
دو هزار سال پيش به صورت پودر نقره در آب جوش استفاده مي شد که 
اين ترکيبات، تاثيرگذارترين ترکيبات ضد ميکروبي براي انسان هستند 
و با سيستم هاي بيولوژيک سازگارند. مشخص شده که نانوذرات نقره بر 
طيف وسيعي از باکتري ها از قبيل سالمونلا، سودوموناس و E-coli موثر 
هستند )5(. نانو تکنولوژي در حال توسعه يافتن است و در حوزه هاي 
متنوعي از قبيل سلامت، بهداشت )نظير محصولات پر فروش آرايشي 
بهداشتي(، غذا و تغذيه، سلامت محيطي و کشاورزي استفاده مي شود؛ 
لذا جاي تعجب نيست که بسياري محصولات مهندسي شده نانو ذرات 
در حال حاضر در دسترس مصرف کنندگان قرار دارند )4(. نانونقره 
ماده اي با سميت زياداست که با توليد گونه هاي آزاد اکسيژن همراه 
است. بسياري از مطالعات آزمايشگاهي )vitro In( وابسته به دوز بودن 

آن را تاييد کرده اند. در حال حاضر، هيچ همبستگي مستقيمي بين 
مارکرهاي بيولوژيک در داخل بدن )In vivo( و مطالعات آزمايشگاهي به 
دليل پيچيدگي محيط داخلي بدن و تک بودن سلول در محيط کشت 
وجود ندارد )6(. اثر مهاري يون نقره طي چندين رويداد بيولوژيک مثل 
اتصالات غشاي سلولي با جذب به ديواره سلولي باکتري هاي گرم منفي،  
نفوذ پذيري غشاي آن ها را تغيير داده و با توليد گونه هاي اکسيژن آزاد، 
آنزيم هاي سلولي را غير فعال مي کند. اين ويژگي ها ممکن است تاثيرات 
منفي بر سلامتي و محيط داشته باشد و منجر به سميت بالاي نانونقره 
شوند. نانونقره محلولي است که از سوسپانسيون کلوييدي يون نقره 
تشکيل شده و مقاوم تر از ديگر محلول ها است )7(. از طرفي لاکتات 
بافت هاي  از  بسياري  در  که  است  سلولي  داخل  آنزيمي  دهيدروژناز 
بدن از جمله قلب، کبد، کليه، خون )گلبول قرمز( و عضلات اسکلتي 
پيروات  به  برگشت پذير لاکتات  اکسيداسيون  به  منجر  و  دارد  وجود 
در  هريک،  غلظت  که  بوده  ايزوآنزيم  پنج  داراي  آنزيم  اين  مي شود. 
از  يکي   LDH 5 ،بافت هاي مختلف متفاوت است )8(. به طور مثال
براي  را  قابليت  بالاترين  که  است  دهيدروژناز  لاکتات  ايزوآنزيم هاي 
کاتاليز پيروات به لاکتات دارد و در سلول هاي سرطاني باعث القاي 
متابوليسم گليکوليتيک مي شود. احياي اين آنزيم بستگي به حضور 
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 LDH اکسيژن دارد )9(. در موارد انفارکتوس قلب و کليه، سطح سرمي
افزايش مي يابد. اين آنزيم همچنين در پيش آگهي لوسمي و سرطان 
کولون نقش مهمي دارد )8(. با توجه به کاربرد وسيع نانوذرات نقره در 
کشور ما و عدم مطالعه دقيق فيزيولوژيک اين نانوذرات بر تغيير فعاليت 
آنزيم هاي بدن، در اين مطالعه اثر نانوذرات نقره کروي با قطر 4 نانومتر 
نژاد  نر  بر ميزان تغييرات آنزيم لاکتات دهيدروژناز بر روي رت هاي 

ويستارمورد بررسي قرار گرفته است.

مواد و روش ها
در اين مطالعه تجربي، از 40 سر رت نر بالغ از نژاد ويستار استفاده 
شد که ميانگين وزن آن ها در روز شروع ۲۰±۲۲۰گرم و سن آن ها دو 
تا سه ماه بود. محلول کلوئيدي نانوذرات نقره با ميانگين قطر 4 نانومتر 
به شکل کروي از شرکت نانونصب پارس تهيه شد. در ابتدا غلظت هاي 
نانوذرات نقره به وسيله آب مقطر ديونيزه تهيه  مورد نظر از کلوئيد 
شد. سپس در شرايط استريل، يک سي سي از نانونقره در غلظت هاي 
50،100،200 و ppm400 به صورت داخل صفاقي به هر رت تزريق شد. 
درجه حرارت محيط در زمان انجام آزمايش، ۲±۲۵درجه سانتيگراد 
در تمام طول شبانه روز بود و غذاي فشرده بدون محدوديت در اختيار 
آن ها قرار مي گرفت. در اين تحقيق، حيوانات مورد استفاده به پنج گروه 

هشت تايي به شرح زير تقسيم شدند:
گروه کنترل: حيوانات اين گروه بدون هيچ  گونه محدوديتي و به 
اندازه کافي از آب و غذاي فشرده استفاده مي کردند. علاوه بر اين، مانند 
ساير گروه  هاي تجربي براي يکسان بودن شرايط يعني القاي اثر شوک 

ناشي از تزريق، يک سي سي آب مقطر به هريک از آن ها تزريق شد.
گروه هاي تجربي: ۴ گروه تجربي تيمار شونده با نانوذرات نقره 
با غلظت هاي  نقره  نانو  ترتيب دريافت کننده مقدار يک سي سي  به 
50،100،200 و ppm400 بودند. به طوري که به هر رت، يک سي سي 
نانونقره روزي يک بار در پنج روز متوالي به صورت داخل صفاقي تزريق 
شد. سپس سه، هشت و دوازده روز پس از آخرين تزريق، خون گيري 
انجام شد. نمونه هاي خون به وسيله دستگاه  از گوشه داخلي چشم 
سانتريفيوژ با دور 3000 به مدت بيست دقيقه سانتريفيوژ شد و سرم 

آن ها جدا گرديد.
رنگ  اصول  رعايت  با  شده،  جدا  سرم  آنزيم:  فعاليت  سنجش 
سنجي جهت سنجش فعاليت آنزيم لاکتات دهيدروژناز مورد بررسي 
قرار گرفت. دستگاه اسپکتروفتومتر جهت اين سنجش استفاده شد و 
طول موج مورد استفاده ۳۴۰ نانومتر بود. جذب نوري به دست آمده 

نشان دهنده فعاليت آنزيمي است.
سنجش هاي بافت شناسي: در پايان دوره خون گيري، از بافت 
عضله قلب رت ها نمونه بافتي جدا گرديد و در فرمالين ۱۰%فيکس 
شد. سپس نمونه ها در غلظت هاي کاهش يابنده از الکل قرار گرفت تا 
آب گيري از بافت ها انجام شود. پس از طي مراحل پاساژ بافت و برش 
با ميکروتوم، نمونه هاي حاصل بر روي لام قرار گرفته و جهت بررسي 
با هماتوکسيلين-ائوزين رنگ آميزي شدند. در اين روش مواد اسيدي 
ائوزين و مواد بازي مثل سيتوپلاسم با هماتوکسيلين  با  مثل هسته 

رنگ مي گيرند.
تجزيه و تحليل داده ها: داده هاي به دست آمده براي هرگروه در 
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جداول از پيش تعيين شده و با استفاده از نرم افزار SPSS نسخه 17 و 
آزمون آناليز واريانس يک طرفه )ANOVA OneWay( تجزيه و تحليل 

شد. P>05/0 به عنوان سطح معني داري در نظر گرفته شد.

نتايج
نتايج به دست آمده از اين تحقيق نشان داد که در غلظت ها و زمان هاي 
مورد اشاره، تفاوت معناداري از نظر فعاليت آنزيمي بين گروه هاي تيمار 
با گروه کنترل وجود نداشته اما در مجموع ميانگين فعاليت اين آنزيم در 
روز هشتم بعد از تيمار در تمام گروه هاي آزمايشي افزايش معني داري 
)P value=005/0( داشته که مستقل از تاثيرات نانوذرات نقره مي باشد 
)نمودار ۱(. در بررسي هيستولوژيک بافت قلب، بيشترين تغيير در هسته ها 
مشاهده مي شود. همچنين فيبرهاي عضله قلب بسيار متراکم شده و 
انشعابات اين فيبرها تا حدود زيادي محو شدند که احتمالا نشان دهنده 

شروع آسيب بافتي از نوع آپوپتوز مي باشد )شکل1(.

بحث
نتايج حاصل از اين تحقيق نشان مي دهد که در هيچ يک از دوزها 
و زمان ها تفاوت معناداري بين گروه هاي تيمار و گروه کنترل وجود 
ندارد اما در دوز ppm400 از نانوذرات نقره، بيشترين تاثير بافتي بر قلب 
رت هاي نر ديده شد )شکل ۱(. با توجه به تغيير خواص فيزيولوژيک 
نانوذرات با تغيير شکل و دوز مي توان نتيجه گرفت، در اين مطالعه، 
تشکيل  و  بدن  داخل  در  نقره  نانوذرات  چسبيدن  هم  به  احتمال 

توده هاي بزرگ تر از ابعاد نانو )بالک( وجود داشته و از اثرات آن کاسته 
شده است. 

لينگ سانگ و همکاران در سال2012، ارزيابي نانوذرات نقره بر 
دهيدروژناز،  لاکتات  نشت   ،)Viability cell( سلولي  پذيري  زيست 
استرس اکسيداتيو و چرخه سلولي را نشان دادند که نتايج نشان دهنده 
ماندن  زنده  قابليت  يعني   )Viability( پذيري سلولي  زيست  کاهش 
سلول ها و حفظ متابوليسم آن ها در محيط کشت به صورت روش هاي 
وابسته به دوز و زمان در سطوح  بين ۲۵/۶ و 100 ميکروگرم بر ليتر به 
شدت کاهش يافت. يعني نانوذرات نقره  منجر به آسيب غشايي )نشت 
لاکتات دهيدروژناز( و کاهش فعاليت سوپراکسيد دسموتاز و گلوتاتيون 

پراکسيداز شدند )10(.
حسين و همکاران در سال ۲۰۰۵ سميت نانوذرات مختلف از جمله 
نانوذرات نقره را بر کبد موش صحرايي مورد ارزيابي قرار دادند و پس 
از ۲۴ ساعت قرار گرفتن در معرض ميتوکندري نشت قابل ملاحظه 
و وابسته به دوز لاکتات دهيدروژناز را مشاهده کردند )11(. از طرفي 
Moudgi BM ,Robert SM و همکاران در سال2006، نشان دادند که 
تاثير نانوذرات بر روي سلول هاي موجودات زنده به قطر، شکل و اندازه 
نانوذرات بستگي دارد )12(. بنابراين مي توان نتيجه گرفت که نانوذرات 
نقره کروي با قطر 4 نانومتر موجب تغيير در ميزان فعاليت آنزيم لاکتات 
دهيدروژناز نمي شوند، اما از طرفي مطالعات بافتي بيشترين تغييرات را 
در دوز ppm400 نشان دادند، بدين مفهوم که تغيير بافتي در دوز بالا 
از نانوذرات نقره ايجاد مي شود )13(. در مطالعه احمدي و همکاران در 
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سال ۲۰۱1، تجمع نانونقره در کبد و پوست پستانداران و نکروز قلبي 
و کاهش گلوتاتيون پراکسيداز در خون خوک هاي تحت بررسي با نقره 
گزارش شده است )11(. آشاراني و همکاران در سال ۲۰۰۹ با بررسي 
آسيب  که  دادند  نشان  نقره  نانوذرات  توسط  ديده  آسيب  سلول هاي 
وارده به سلول ها به توانايي خروج نانوذرات توسط خود سلول بستگي 
دارد. از اينرو، ميزان اگزوسيتوز نانوذرات نقره براي فهم بهتر حفظ و 
خروج نانوذرات بررسي شد )13(. اخيرا گزارش شده است که ذرات 
با مکانيسم  نانو، راديکال آزاد و استرس اکسيداتيو ايجاد مي کنند و 
استرس اکسايشي يعني حمله راديکال هاي آزاد به بافت ها، مي توانند 
به اندام ها و بافت هاي مختلف آسيب برسانند )7(. با توجه به شباهت  
مکانيسم هاي داخل  سلولي موش و انسان، احتمال تغييرات مشابهي در 
اين زمينه براي انسان نيز وجود دارد. با توجه به کاربرد وسيع نانوذرات 

نقره در صنايع و محصولات مختلف در کل دنيا و در کشور ما، لزوم 
مطالعه دقيق فيزيولوژيک در غلظت ها و دوز هاي متفاوت از نانوذره بر 

بافت هاي مختلف بدن پيشنهاد مي شود.

نتيجه گيري
دهيدروژناز  لاکتات  آنزيم  فعاليت  ميزان  در  حاضر،  تحقيق  در 
تغييرات  فقط  نشد.  داري حاصل  معني  تغيير  مزبور،  غلظت هاي  در 
با توجه به شباهت  بالا مشاهده شد.  بافتي در قلب موش ها در دوز 
فيزيولوژيک موش و انسان از تعميم نتايج اين مطالعه مي توان در زمينه 
جلوگيري از آسيب هاي قلبي انسان در حين استفاده از نانوذرات نقره 

استفاده نمود.
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Abstract
Background & Objective: The silver nanoparticles are important in many applications of nanoparticles on human health. The 
toxicity of silver nanoparticles are not well documented yet. The aim of this study was to investigate the effect of silver nano-
particles on lactate dehydrogenase activity and histological changes in heart tissue.

Materials & Methods: In this study, 40 adult male wistar rats of 220±20gr were divided in to five groups including control and 
four experimental groups. The latter groups were injected intraperitoneally spherical nano silver particles of  50, 100, 200 and 
400 ppm respectively for five consecutive days. Then three, eight and twelve days after the last injection, blood samples were 
collected and lactate dehydrogenase (LDH) activity was assayed. Also, tissue samples from the heart muscle were prepared 
and studied after staining with Hematoxiline-Eosine. Data of LDH activity was analyzed by One way- ANOVA- test and P-
value of ≤ 0.05 were considered as significant.

Results: The result showed that different concentrations of silver nanoparticles have no significant effect on the lactate de-
hydrogenase (p=0.192). The histological study of the tissue after exposure to 400 ppm concentration of silver nanoparticles 
showed the start of primary apoptosis in heart tissue. 

Conclusion: The LDH activity was not changed significantly after exposure to different concentration of silver nanoparticles, 
which shows the safety of these particles on LDH activity. 

Keywords: silver nanoparticles, lactateDehydroganase, toxicity, heart tissue
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