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هاي كبدي موجود  و آنزيم هاي خوني اثر نانو ذرات اكسيد تيتانيوم روي ميزان سلول
  در خون رت نژاد ويستار

  
  *سعيد رضايي زارچي

  
  استاديار گروه زيست شناسي، دانشگاه پيام نور يزد - 

  

  19/3/1390 :تاريخ پذيرش            4/10/1389 :تاريخ دريافت

  چكيده
بر در صنايع مختلف باعث شده است كه بررسي اثرات مخرب نانو مواد ذرات  اربردهاي وسيع نانوكپيشرفت فناوري نانو و  :مقدمه

در توليد انواع رنگ، لوازم آرايشي و بهداشتي، ساخت سراميك،  اكسيد تيتانيومامروزه از . موجودات اهميت زيادي داشته باشد روي
 در اين مطالعه اثر اين ماده بر تعداد. شود مي استفاده وارد ديگرو بسياري از م ها، تصفيه آب و فاضلاب ساخت فتو كاتاليست

  . مورد بررسي قرار گرفته استرت هاي كبدي  آنزيمفعاليت  هاي خوني و سلول
 حل شده در آب مقطر نانومتر 25با سايز  نانو ذرات اكسيد تيتانيوم گرم بر كيلوگرم ميلي 500و  100، 50دوزهاي :روش بررسي

 از تعدادي و آمد بعمل گيري خون صحرايي هاي موش از از اين مدت ز بصورت دهاني به موش خورانده شد و بعدرو 14به مدت 

 .شد گيري اندازه خوني فاكتورهاي
 در كه گردد مي خوني هاي سلول در تغييراتي موجب چهارده روز تيمار نانو ذرات اكسيد تيتانيوم طي كه داد نشان نتايج :نتايج

. است دار امعن تغييرات اين )بازوفيل و ائوزينوفيل لنفوسيت، مونوسيت،(سفيد هاي گلبول مانند خوني هاي سلول از بعضي مورد
كه نتايج حاكي از اثر سميت نانو هاي كبدي مشاهده گرديد  قرمز و افزايش در غلظت آنزيم هاي همچنين كاهش در تعداد گلبول

  .رات اكسيد تيتانيوم بر بدن استذ
نتايج اين پژوهش سميت نانو ذرات اكسيد تيتانيوم را تاييد نمود و مطالعات بيشتر جهت پيش بيني اثرات اين ماده  :گيري نتيجه

  .گردد پيشنهاد مي
  
  هاي كبدي هاي خوني، آنزيم نانو ذرات اكسيد تيتانيوم، سميت، سلول :كليدي هاي هواژ

                                                 
 srezaei@ibb.ut.ac.ir: ، پست الكترونيكي03523674659: تلفن؛ )نويسنده مسئول(*
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  619                                        سعيد رضايي زارچي

  1390دوره نوزدهم، شماره پنجم، آذر و دي               درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

  مقدمه 
از خواص  تغيير برخي با گذر از ميكروذرات به نانوذرات، با

: شويم، كه دو مورد مهم آنها عبارتند از فيزيكي روبرو مي
نسبت مساحت سطحي به حجم و ورود اندازه ذره به  افزايش

نسبت مساحت سطحي به  افزايش .)1(قلمرو اثرات كوانتومي
دهد، باعث  تدريج با كاهش اندازه ذره رخ مي حجم كه به

هاي  به رفتار اتم هاي واقع در سطح ذره رفتار اتم يافتن غلبه
 فيزيكي و شيميايي خصوصيات اين پديده بر. شود دروني مي
محض آن كه ذرات به اندازه كافي  به. )1-4(گذارد ذره اثر مي

 و خواص جديد كوچك شوند، شروع به رفتار مكانيك كوانتومي
به دليل ) TiO2(دي اكسيد تيتانيومنانو ذرات  .)4(كنند مي

در توليد انواع رنگ، لوازم  دتوان مي نآهاي منحصر به فرد  ويژگي
، ها آرايشي و بهداشتي، ساخت سراميك، ساخت فتوكاتاليست

و بسياري از صنايع  تصفيه آب و فاضلاب، فيلتراسيون گازها
نسبت به هاي مطرح شده  فرضيه). 5(شته باشدداكاربرد  ديگر

هاي احتمالي حاصل از فناوري نانو به طرز تهديدآميزي  آسيب
مگر . ث كندي روند رشد و توسعه فناوري نانو خواهد شدباع

مند در باره چيستي  طرفانه و قانون بي ،آنكه اطلاعات صحيح
   .)6-9(خطرها و چگونگي پرهيز از آنها منتشر شود

به منظور بر آورده كردن اين نيازها علم سم شناسي نانو 
ار و نقش بسيار مهم در توسعه و گسترش نانو فناوري پايد ،مواد

 گر چه هم اكنون اطلاعات كمي در ارتباطا .ايمن خواهد داشت
شناسي زيست محيطي و اثر سم شناسي انساني نانو  اثر سم با

هاي  ويژگي با اين وجود با توجه به مواد در دسترس است
شود كه اين مواد با  نانو مواد پيش بيني مي شيميايي - فيزيكي

اثرات زيادي بر رفتار و د و شته باشاجزاي زيستي برهم كنش دا
به جاي خصوصيات ماكرومولكول، سلول و بدن موجود زنده 

   ).10(بگذارد
انو مواد به دليل گوناگوني زياد در مقايسه با ديگر مواد ن

-13(هاي فراوان و بي نظيري دارند شيميايي معمول ويژگي
 وخت شناسي ريي ذره،  از جمله اندازه(هاي فيزيكي ويژگي ).11

اختار تركيب و س( هاي شيميايي و ويژگي) پذيريحلاليت 
و با تغيير  داراي اهميت هستند )شيميايي نوع روكش نانو ذره

 شود نوع و ميزان اثر بيني مي ها پيش هريك از اين ويژگي
از جمله  يعوامل ديگر همچنين .بيولوژيكي متفاوت باشد

به تمايل  و ثبات شيميايي  ،انتقال فاز ،نسبت سطح به حجم
تشكيل توده نيز ممكن است به همين اندازه اهميت داشته 

   .باشد
واد در صنايع با توجه به كاربردهاي زياد نانو مبطور كلي 

هاي زيادي بر تاثيرات مخرب نانو ذرات  مختلف و وجود فرضيه
از بر روي موجودات زنده بررسي و پژوهش در اين زمينه 

بررسي  ژوهشاين پ زيادي برخوردار است و هدف ازاهميت 
بر نانومتر  25 اكسيد تيتانيوم با سايزاثرات مخرب نانو ذرات 

هاي كبدي موجود در خون  هاي خوني و آنزيم روي ميزان سلول
  .است رت نژاد ويستار

  روش بررسي
استفاده  Wistarهاي بالغ نژاد   از رتژوهش تجربي پدر اين 

 4 دركه ) گرم 250- 300هفته و وزن 8سن (نر رت 40. شد
سه گروه آزمايشي با  گروه كنترل و يك شامل تايي 10روه گ

) 3گروه ( 500 و) 2گروه ( 100، ) 1گروه (50 دوزهاي
مورد بررسي  نانوذرات به ازاي وزن بدن گرم بر كيلوگرم ميلي

  .قرار گرفتند
شهيد از دانشگاه علوم پزشكي  حيوانات مورد آزمايش

خريداري و در  يصدوقي يزد مركز تحقيقاتي درماني نابارور
هاي پرو پيلني موجود در لانه حيوانات گروه  قفس
ود و در شناسي كه كف آنها از خاك اره پوشيده شده ب زيست

 10، رطوبت حدودoC1±22 درجه حرارت(شرايط كنترل شده
با دسترسي آسان  )ساعت شب 12ساعت روز و  12، نور ±60%

  . نگهداري شدند) كنستانتره(به آب و غذاي كامل
ها در لانه  هفته قبل از شروع آزمايش 2ها به مدت  تمام رت

اري شدند، تا از نظر ها در شرايط يكسان محيطي نگهد حيوان
تمامي . به محيط عادت نمايند غذاييي و رژيم تطابق، آشناي
  . كميته اخلاق بود تاييد وردواني مآزمايشات حي

به روز به طور دهاني  14هاي هر گروه مورد به مدت  موش
 .)6(تغذيه شدند) 500و  mg/kg50 ،100(وسيله گاواژ با دوزهاي
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  ... روي اثر نانو ذرات اكسيد تيتانيوم  620

  1390دوره نوزدهم، شماره پنجم، آذر و دي               درماني شهيد صدوقي يزد –انشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي مجله د

نانو ذره اكسيد تيتانيوم با سايز  جهت تهيه دوزهاي مورد نظر، 
خريداري و در آب ) ايران ،تهران(شركت نوترينونانومتر از  25

  .حل گرديددقيق  15به مدت مقطر تحت امواج فراصوت 
 پيپت با بيستوري، يغت وسيله به دم انتهايي قسمت قطع با

 پيپت .گرديد برداشت لازم خون قرمز و سفيد ملانژور ،هماتوكريت

 5 مدت به و شد داده قرار هماتوكريت سانتريفوژ در هماتوكريت
 ميزان دستگاه ويژه خط با سپس. گرديد سانتريفوژ دقيقه

 قرمز و سفيد ملانژورهاي .گرديد ثبت و گيري اندازه هماتوكريت

 و رقيق لازم اندازه به هايم و ماركانو هاي محلول با ترتيب به
 با سپس و گرديد مخلوط كاملاً شيكر دستگاه وسيله به سپس

 و سفيد هاي گلبول نوري ميكروسكوپ و نئوبار لام از استفاده
گيري  اي اندازهبر. دگردي محاسبه آن تعداد و شمارش قرمز
 Aspartate aminotransferase(AST) ،Alanine هاي آنزيم

aminotranferease (ALT) و Alkaline phosphatase(ALP) 
 3000 دور با دقيقه 15 مدت مقداري از خون گرفته شده به

 سرم جداسازي از بعد .شود جدا لخته از تا سرم شده سانتريفوژ

 انجام زمان تا ها نمونه سمپلر، وسيلهه ب از لخته خون
 و اد منجمدسانتيگر درجه -20 دماي در آنزيمي هاي سنجش
 شركت آنزيمي هاي از كيت استفاده سپس با. شدند نگهداري

 International Federation شده روش توصيه به و شيمي زيست

of Clinical Chemistry (IFCC) هاي آنزيمي انجام  سنجش
فعاليت دو  ،ALTو  ASTگيري فعاليت  اندازهدر  ).14( شد

 Nicotinamide adenine (NADH)آنزيم رفلكسي از كاهش 

dinucleotide 15( در واكنش زير است(:  
  
  
  
  

با متد استاندارد شده توسط ) ALP(آلكالين فسفاتازفعاليت 
IFCC نيتروفنل -نيتروفنيل فسفات به پ-رفلكسي از تبديل پ

  :)15(نشان داده شده است در فرمول زير است كه 
  
  

ه از آناليزهاي آماري با استفادها  آوري داده پس از جمع
تست انجام  tهاي توكي دانت و  و همچنين تست SASافزار  نرم

 و داري در نظر گرفته شد بعنوان شاخص معني >P 05/0 .گرفت
  .نمايش داده شد Mean±SDنتايج بصورت 

  نتايج
نانو ذرات اكسيد  مصرف بر مبني حاضر مطالعه هاي يافته
 كه هدد مي نشان ويستار نژاد هاي موش توسط خوراكي تيتانيوم

افزايش  2 آزمايشي هاي گروه در هاي سفيد گلبول تعداد ميانگين
يافته با افزايش دوز كاهش  4و  3يافته ولي در گروه آزمايشي 

اين كاهش  4اهده شد در گروه مشهمچنين ). 1 نمودار(است
  ).  >05/0p( باشد دار مي امعن

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

تغييرات در گروه  ،ميلي گرم بر كيلوگرم 500: 4و  3:100،  50 2 كنترل و آزمايشي با دوزهاي :1هاي  در گروه يدسف هاي گلبول تعداد ميانگين مقايسه: 1نمودار
  ).>05/0p(دار است معني 4آزمايشي 
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  621                                        سعيد رضايي زارچي

  1390دوره نوزدهم، شماره پنجم، آذر و دي               درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

 كاهشي آزمايشي هاي گروه تمام در نشان داد نتايج ررسيب

 هاي گلبول تعداد ميانگين و هماتوكريت ميانگين درصد در كلي

گروه  كنترل در با مقايسه در كاهش اين. شود ديده مي قرمز

از نظر آماري  كننده نانو ذرات دريافت آزمايشي سوم و چهارم
  ).3 و 2 نمودار(دار است با گروه كنترل معنا

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

كاهش درصد  ،گرم بر كيلوگرم ميلي 500: 4و   100:3،  50: 2كنترل و آزمايشي با دوزهاي : 1هاي  درصد هماتوكريت در گروه ميانگين مقايسه: 2 نمودار
  .دار است نسبت به كنترل معني) >01/0p(4و ) >05/0p( 3هاي آزمايشي  هماتوكريت در گروه

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

كاهش تعداد  ،گرم بر كيلوگرم ميلي 500: 4و   100:3،  50: 2كنترل و آزمايشي با دوزهاي : 1هاي  تعداد گلبول قرمز در گروه ميانگين مقايسه: 3 نمودار
  .ار استنسبت به كنترل معناد) > 01/0p( 4 و) > 05/0p( 3هاي آزمايشي  گلبول قرمز در گروه

  
 هاي گروه در ALTنتايج نشان داد كه ميزان فعاليت آنزيم 

 كنترل تنها با مقايسه كه اين افزايش در افزايش يافته  آزمايشي

ز نظر آماري غلظت نانو ذرات ا كننده بالاترين دريافت گروه در
  ).4نمودار()>05/0p(دار استامعن
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  ... روي اثر نانو ذرات اكسيد تيتانيوم  622

  1390دوره نوزدهم، شماره پنجم، آذر و دي               درماني شهيد صدوقي يزد –انشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي مجله د

كه ميزان فعاليت  يافته هاي اين مطالعه حاكي از اين بود
 كه اين آزمايشي افزايش يافته هاي گروه در تمام ASTآنزيم 

كننده  دريافت 4و  3هاي  در گروه كنترل با مقايسه افزايش در
   ).5 رنمودا) (>05/0p(دار استانانو ذرات از نظر آماري معن

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

افزايش  ،ميلي گرم بر كيلوگرم 500: 4و  3:100، 50: 2كنترل و آزمايشي با دوزهاي : 1هاي  در گروه  ALTميانگين ميزان فعاليت آنزيم مقايسه: 4 نمودار
  ).> 05/0p(دار است انسبت به كنترل معن 4در گروه آزمايشي  LTميزان فعاليت آنزيم 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

افزايش  ،ميلي گرم بر كيلوگرم 500: 4و  100:3،  50: 2كنترل و آزمايشي با دوزهاي : 1هاي  در گروه  STميانگين ميزان فعاليت آنزيم  مقايسه: 5 ودارنم
  ).> 05/0p(دار استنسبت به كنترل معناآزمايشي  4و  3هاي  در گروه  STميزان فعاليت آنزيم 
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  623                                        سعيد رضايي زارچي

  1390دوره نوزدهم، شماره پنجم، آذر و دي               درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

 هاي گروه در  ALPنزيمنتايج نشان داد كه ميزان فعاليت آ

 با مقايسه كه اين افزايش در افزايش يافته 4و  3آزمايشي 

ننده نانو ذرات از نظر آماري ك دريافت يها  هدر گرو كنترل
  ).6 نمودار(دار است معنا

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

افزايش  ،ميلي گرم بر كيلوگرم 500: 4 و 100:3،  50: 2 كنترل و آزمايشي با دوزهاي: 1در گروه هاي   ALPميانگين ميزان فعاليت آنزيم مقايسه: 6 نمودار
  .دار استانسبت به كنترل معن) >01/0p( 4و ) >05/0p( 3هاي آزمايشي در گروه  ALPميزان فعاليت آنزيم

  
 گيري نتيجه و بحث

 جديد اي لهامس بعنوانامروزه  نانو ذرات از ناشي هاي آلودگي

نانو ذرات اكسيد  ريماندگا .)8-10(است و خطرناك مطرح شده
 تداوم موجب كه باشد، مي غذايي زياد زنجيره و محيط در فلزي

حاضر اثر  پژوهش در .)16(دشو آنها مي از ناشي هاي مسموميت
سميت نانو ذرات اكسيد تيتانيوم به علت كاربرد زياد آن در 

  .صنايع مختلف بررسي شده است
هاي كم نشان  سفيد در غلظت هاي گلبول تعداد گيري اندازه

دارد در ابتدا  هاي سفيد بود كه بيان مي دهنده افزايش گلبول
اي سفيد ه لبدن در جهت مقابله با اين ذرات ورودي توليد گلبو

هاي بالا با  تضعيف بدن در غلظت دهد ولي با افزايش ميرا 
   .هاي سفيد مواجه هستيم كاهش توليد گلبول

 را مختلفي م فرآيندهايآيد نانو ذره اكسيد تيتانيو به نظر مي

شود نانو  بيني مي پيش .)17(دهد مي ثير قرارات تحت بدن در
 در ها سلول درگيري لنفاوي، غدد افزايش التهاب ذرات با
 افزايش باعث آن موازات به و كرده بيشتر التهابي را هاي واكنش

 سلولي تقسيم S مرحله به 1Gهاي مرحله  انتقال لنفوسيت

هاي ناشي از نانو ذرات اكسيد  موميتمس ضمن در. شود مي
 در غده اين ،هدد مي كاهشرا  غده تيموس فعاليت تيتانيوم
 مهمي بسيار نقش داراي Tهاي  ايمونولوژيكي سلول تكامل
مسموميت ناشي از نانو ذرات  جريان در همچنين. )19،18(است

 اكسيداتيو استرس هاي واكنش شود مي بيني پيش تيتانيوم اكسيد
 اين از بعضي). 6-8(يابد  افزايش ايمني سيستم هاي سلول در

 تعداد ميانگين افزايش باعث برخي و باعث كاهش عوامل
نانو ذرات اكسيد  اينكه به بسته. شوند مي سفيد خوني هاي سلول

 تواند مي شود استفاده مدتي چه و طي غلظتي چه تيتانيوم در
 سفيد ايه سلول افزايش يا و كاهش ذكر شده مراحل از يك هر

شود غلظت بالاي اكسيد  بيني مي پيش. موجب شود را خوني
 و ميتوتيك آنتي خاصيت سلول، فعاليت مهار علته تيتانيوم ب
يا  آنت و كاهش سلول در اكسيداتيو استرس تحريك همچنين
 فرآيندهاي ها در سلول درگيري افزايش و سلولي هاي اكسيدانت

 ).6-9(گردد مي خوني هاي سلول تعداد كاهش موجب ايمني
 افزايش را سفيد هاي توليد سلول بدن كاهش، اين جبران براي
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 تعداد افزايش به نيز لنفاوي در غدد شده ايجاد التهاب .دهد مي
 اين فعاليت زمان گذشت با ولي كند، كمك مي سفيد هاي سلول
 كه شوند مي آتروفي دچار لنفاوي غدد شده و ضعيف غدد

 شديد هاي مسموميت در نتيجه در .بود ناپذير خواهد جبران
گزارش شده است نانو  .گردد مي ظاهر ها سلول تعداد كاهش

هاي هدف نفوذ  در بافت لاًذرات همراه با فعاليت زياد احتما
نانوذرات . شوند ها مي كنند و سبب عملكرد نامطلوب اندام مي
ها نفوذ كنند و به سيستم لنفاوي راه  توانند به اعماق بافت مي
  . )10(ديابن

گزارش شده است ذراتي كه پوشش ضخيم دارند از جذب 
گريزند و به جريان  هاي لنفاوي مي هاي موجود در گره فاگوسيت

دهي كامل نباشد چنين  شوند اما اگر ميزان پوشش لنف وارد مي
  . )10(شوند هاي لنفاوي انباشته مي ذراتي در گره

ن آشناخت مكانيسم خاص نانوذرات و نحوه اندركنش 
هنگامي . اي در اين زمينه است نيازمند تحقيقات بسيار گسترده

كه نانو ذرات در يك بافت انباشته شوند ممكن است به درون 
اگر اين . ها جذب شوند و يا اينكه جذبي صورت نگيرد سلول

ذرات جذب شوند جايگزيني نهايي مورد سلولي در ليزوزوم يا 

اگر . انو ذره خواهد بودهاي ن سيتوپلاسم سلول وابسته به ويژگي
نانو ذره در سيتوپلاسم مستقر شود حضور برخي مواد درشت 

تواند باعث ايجاد آسيب مستقيم يا مرگ سلول در اثر  دانه مي
   .)8(اين تعاملات شود

در اين مطالعه جهت بررسي اثر سميت نانو مواد بر روي كبد 
 ,AST ALPو  ALT  هاي متعدد كبدي سه آنزيم از بين آنزيم

كه در  .گرفتند گيري قرار براي بررسي كاركرد كبد مورد اندازه
فزايش غلظت اين سه ا غلظت بالاي نانو ذرات اكسيد تيتانيوم با

در داخل  ASTو  ALTدو آنزيم . آنزيم در خون مواجه بوديم
. سلول وجود دارند ءدر غشا (ALP)سلول و آنزيم آلكالن فسفاتاز

ها در خون رها  دي اين آنزيمدر اثر از بين رفتن سلول كب
اي از تخريب  ها نشانه بنابراين بالا رفتن اين آنزيم. شوند مي

بيشتر نشان  (ALT-AST)دو آنزيم اول. هاي كبدي است سلول
هاي كبدي و آلكالن فسفاتاز بيشتر نشان  دهنده وضعيت سلول

دهنده عملكرد و آسيب مجاري صفراوي به خصوص مجاري 
سميت اين پژوهش بطور كلي نتايج . )21،20(خارج كبدي است

نانو ذرات اكسيد تيتانيوم را تاييد نمود و مطالعات بيشتر جهت 
  .گردد پيش بيني اثرات اين ماده پيشنهاد مي
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Abstract 
Introduction: Considering the development of nanotechnology and extensive use of nano-materials are in 
different fields of industry, it is necessary to investigate their destructive effects on biological systems. 
Titanium dioxide(TiO2) is used in the production of different dyes, cosmetics, ceramics, photocatalysts, 
water and sewage treatment and a lot of other products. In the present study, the effect of TiO2 on the number 
of blood cells and the activity of liver enzymes of rat was assessed.  

Methods: Concentrations of 50, 100 and 500 mg/Kg TiO2 nanoparticles (25 nm size) in distilled water were 

administered orally to Wistar rats for 14 days and some blood factors were studied on the blood samples 

collected.  

Results: Results showed that TiO2 nanoparticles cause different changes in blood cells, and the changes were 
significant for some of them such as white blood cells (lymphocytes, monocytes, eosinophils and basophils). 
Decreased number of red blood cells and increased level of liver enzymes was also observed after the 
administration of different concentrations of TiO2, which proves the toxic effects of TiO2 on the body.  
Conclusion: Results of the present study proved the toxicity of TiO2 nanoparticles on the living organisms. 
So, further studies are recommended to predict TiO2 toxicity. 
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