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Extended Abstract

1. Introduction

anoparticles (particles with a diameter 
of 10-500 nm) are currently used in the 
cosmetics industry as well as for pharma-

ceuticals, diagnostic imaging, and tissue engineering. Since 

N
these nanoparticles are used in industry and drug delivery, 
they can also be used by pregnant women. Thus, the current 
study investigated the teratogenic and cytotoxic effects of 
Zinc Sulfide (ZnS) nanoparticles on the embryo and their 
fibroblastic cell culture.
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Aims Nanoparticles (particles with a diameter of 10-500 nm) are currently used in the cosmetics industry 
as well as for pharmaceuticals, diagnostic imaging, and tissue engineering. Since these nanoparticles are 
used in industry and drug delivery, they can also be used by pregnant women. Thus, the current study 
investigated the teratogenic and cytotoxic effects of Zinc Sulfide (ZnS) nanoparticles on the embryo and 
their fibroblastic cell culture.
Methods & Materials Zinc sulfide (ZnS) nanoparticles were synthesized. Then, nanoparticles at the con-
centrations of 5, 10, 15, 30, and 40 mg/mL/egg were injected into the air sac of the eggs in three replicates 
on the third day of incubation. Next, the treated and control eggs, on day 19 of incubation were opened, 
and embryos were weighted, and the relevant mortality rate was recorded. Fibroblast cells were isolated, 
cultured, and treated from the control embryo, and morphological changes and cell survival percentages 
were recorded.
Findings The obtained results revealed that the embryos’ survival rate depends on the nanoparticle con-
centration. As a result, at the highest concentration, only 36.32% of the embryos survived, and the le-
thal dose 50% (LD50) was equal to 32.47 mg/egg. Morphological study of the treated embryos club foot 
and skeletal staining suggested the deletion of caudal vertebrate. The cytotoxicity study results of ZnS 
nanoparticles on fibroblastic cells indicated the survival fractions of 88.45%, 68.75%, and 49.32%, respec-
tively, and its IC50 value was measured aas1460 μM.
Conclusion The present study results suggested that ZnS nanoparticles had no significant toxic effects on 
the embryos and culture of chicken fibroblastic cells at low concentrations.
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2. Methods 

Asadi et al. evaluated the effects of nano polymer BDP18, 
as a carrier with slow drug-release property used in cancer 
treatment on chick embryos. Their results indicated that 
BDP18 has low toxic and teratogenic effects only at high 
doses; therefore, it can be used at low concentrations as 
an effective drug release system [1]. In another study, the 
toxic and physiological effects of platinum nanoparticles 
widely used in the treatments were estimated on chick em-
bryo development. The relevant results reflected that these 
nanoparticles induce apoptosis in the brain tissues [2].

Ninety Ross hatching eggs were obtained from a local 
company (Arta Jujeh). The research was carried out in the 
research laboratory of the Biology Department of Moha-
ghegh Ardabili University in Summer 2018.

Sampling

In this study, a random sampling method was used. More-
over, for each concentration, on average, 3 groups of 5 
samples were selected.

Tools

Alizarin red staining, culture medium, Dimethyl Sulfox-
ide (DMSO), Multi-and Table Tournament (MTT) colori-
metric assay were used in the present research.

3. Results

The morphological examination of embryos suggested 
low abnormalities in the treated specimens;  no abnormal-
ity was observed up to the concentration of 30 mg/mL per 
egg. The assessment of the relationship between treatment 
concentration and frequency of survived embryos revealed 
a lethal dose 50% (LD50) of 32.47 mg/egg. The results of 
the effect of 500, 1000, and 1500 μM ZnS concentrations 
on chick embryo fibroblastic cells after 16 hours reported 
the survival fractions of 88.45%, 68.75%, and 49.32% 
respectively. Therefore, it can inhibit cell growth with an 
LC50 of 1460 μM.

4. Discussion

Studies have indicated that embryonic mortality after in-
jection into the egg can be due to the destruction and dis-
ruption of embryonic homeostasis, as well as the suscepti-
bility of embryos to their developmental stage [3]. Many 
researchers have demonstrated the teratogenic effect of 
antibiotics and growth factors when injected into the egg 
during the first week of pregnancy [4]. Various nanopar-

ticles have been generated and used as contrast agents in 
diagnosis and imaging, as well as drug delivery [5].

The effect of ZnS nanoparticles on chick embryos resulted 
in the skeletal malformations of the caudate vertebrae. This 
may be due to its direct effect on the loss of embryonic cells 
growing in the caudate vertebra. In this regard, evaluating 
the effect of methotrexate in rats suggested that most of the 
abnormalities in rats were due to the injections of metho-
trexate confined to caudal vertebrae [6]. Previous studies 
have indicated that the bones of the lower extremities are 
more prone to be affected by teratogenic drugs [7]. Barnes 
et al. (1996) argued that valproic acid reduces the transcrip-
tion rate of Pax1 in chicken somites [8]. 

Studnicka et al. examined the effect of nanoparticles of sil-
ver/palladium alloy on chicken embryo development; they 
concluded that these nanoparticles do not affect embryo 
growth and weight [9]. Bavanilatha and Stanley assessed 
the effect of silver nanoparticles on chicken embryo. Heart, 
eye, and liver tissues were examined after chickens were 
injected on day 18 of incubation. Their results reflected no 
changes in heart, eye, and liver tissue cells [10]. In another 
study, teratogenic and cytotoxic effects of salen-vanadium 
complex on chicken embryos, hepatic, and fibroblastic-cell 
cultures were evaluated. According to their results, at high 
concentrations in the culture medium, fibroblastic cells be-
came dense, and their interconnections were loosed [28].

Recommendations

It is recommended to investigate the chemical properties 
of nanoparticles and provide further information in this 
respect.

Limitations

There were no limitations to the current study.

5. Conclusion

The threshold effect of ZnS nanoparticles in this study 
was 32.47 mg/mL per egg. It had no significant effects on 
the chick embryo at lower doses and no morphological and 
skeletal teratogenic effects at doses lower than the thresh-
old value. Therefore, when using ZnS in various industries, 
such as pharmacy, cosmetics production, and other related 
industries, its threshold level of toxicity and malformations 
for embryo should be considered.
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اهداف نانوذرات )ذرات با قطر ۱۰ تا ۵۰۰ نانومتر( در حال حاضر در صنعت آرایشی و بهداشتی همچنین برای دارو رسانی، تصویربرداری 
تشخیصی و مهندسی بافت استفاده می شوند. از آنجا که این نانوذرات در صنعت و دارورسانی استفاده می شود، امکان استفاده از آن ها  
توسط مادران باردار نیز وجود دارد. از این رو، هدف این مطالعه بررسی اثرات ناهنجاری زایی و سیتوتوکسیسیتی نانوذرات سولفید روی در 

سطح جنین جوجه و کشت سلول های فیبروبلاستی جنینی است.

مواد و روش ها در این مطالعه نانوذرات سولفید روی سنتز شدند. سپس ترکیب حاصل در غلظت های ۵، ۱۰، ۱۵، 3۰ و 4۰ میلی گرم در 
میلی لیتر / تخم مرغ، در سه تکرار و در روز سوم انکوباسیون جنین مرغ، درون کیسه هوا تزریق شد. سپس تخم مرغ های تیمارشده و 
شاهد، در روز ۱9 انکوباسیون، باز و جنین ها توزین شدند. سپس میزان مرگ و میر آن ها ثبت شد. سلول های فیبروبلاستی از جنین شاهد 

جداسازی، کشت و تیمار و تغییرات مورفولوژیک و درصد بقای سلول ها ثبت شدند.

یافته ها نتایج نشان داد میزان درصد بقای جنین ها بستگی به غلظت نانوذارت دارد؛ به طوری که در بالاترین غلظت تنها 36/32 
درصد از جنین ها زنده ماندند و میزان)LD50( دُز کشنده در ۵۰ درصد جمعیت برابر با 32/47 میلی گرم بر میلی لیتر / تخم مرغ 
برآورد شد. از نظر شکل ظاهری، ناهنجاری از نوع پاچنگکی و از نظر ناهنجاری های اسکلتی، حذف مهره های دمی مشاهده شد. 
نتایج بررسی سایتوتوکسیسیتی نانوذرات سولفید روی بر سلول های فیبروبلاستی جنین نشانگر کسر زنده مانی 88/4۵، 68/7۵ 

و 49/32 درصد بود و میزان IC50 آن برابر با ۱46۰ میکرومولار محاسبه شد.

نتیجه گیری یافته های حاصل نشان داد در غلظت های پایین، نانوذرات سولفید روی، اثرات سمی قابل توجهی بر جنین و کشت سلول های 
فیبروبلاستی جوجه ندارد.

کلیدواژه ها: 
نانوذرات‌،‌سمیت،‌

ناهنجاری‌زایی،‌جنین‌
جوجه،‌سولفید‌روی

تاریخ‌دریافت: 07 بهمن ۱3۹7
تاریخ‌پذیرش:‌0۱ مرداد ۱3۹۸

تاریخ‌انتشار:‌0۹ مهر ۱3۹۸

مقدمه

تخمین  و  است  رشد  حال  در  به سرعت  نانو  فناوری  حوزه 
در  تریلیون دلار سرمایه گذاری  آینده ۱2  در  است  زده شده 
فناوری نانو در سراسر جهان وجود خواهد داشت ]۱[. نانوذرات 
)ذرات با قطر ۱۰ تا ۵۰۰ نانومتر( در حال حاضر در حوزه ها 
و صنایع مختلف از جمله آرایشی و بهداشتی همچنین برای 
دارورسانی، تصویربرداری تشخیصی و مهندسی بافت استفاده 
می شود. با افزایش تنوع، تعداد و کاربرد نانوذرات و درنتیجه 
افزایش قرارگرفتن انسان در معرض این ترکیبات نیاز فزاینده 

به بررسی اثرات زیان آور آن ها وجود دارد ]2[. 

در  قرارگرفتن  همچنین  و  تولیدشان  نانوذرات،  ذاتی  خطر 
معرض آن هاست. مطالعات انجام شده روی برهمکنش نانوذرات 
با جنین در حال تکوین، به لحاظ کاربردی و سم شناسی اهمیت 
ویژه ای دارد. قرارگرفتن جنین در معرض دُزهای مختلف نانوذرات 
حتی ممکن است روی خصوصیات تراتولوژی و حتی زنده ماندن 
جنین ها تأثیر بگذارد. در بدن یک جنین جوجه به عنوان مدل 
سبب  می توانند  مختلفی  راه های  از  نانوذرات  جانوری،  تکوین 
مسمومیت سلولی و جنینی شوند که شایع ترین آن ها تخریب 
غشا، آزادسازی مواد سمی و پاسخ های ایمونولوژیک است ]4 ،3[. 

ساخته  مواد  از  وسیعی  طیف  از  حاضر  حال  در  نانوذرات 
می شوند. معمول ترین آن ها نانوذرات سرامیکی است که به دو 

1.‌گروه‌زیست‌شناسی،‌دانشکده‌علوم،‌دانشگاه‌محقق‌اردبیلی،‌اردبیل،‌ایران.
2.‌گروه‌علوم‌مهندسی،‌دانشکده‌فناوری‌های‌نوین،‌دانشگاه‌محقق‌اردبیلی،‌نمین،‌ایران.

3.‌گروه‌علوم‌مهندسی،‌دانشکده‌فناوری‌های‌نوین،‌دانشگاه‌فناوری‌های‌نوین‌سبلان،‌نمین،‌ایران.

بر جنین جوجه و کشت سلول های  نانوذرات سولفیدِ روی  تراتوژنیک  و  اثرات سمیتّ  بررسی 
فیبروبلاستی جوجه

، آرش عبدالملکی2،3  *اسداله اسدی1 
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بخش سرامیک  های اکسید فلزی نظیراکسید های تیتانیوم، روی، 
آلومینیوم و آهن و نانوذرات سیلیکاتی )سیلیکات  ها یا اکسید های 
سیلیکون نیز سرامیک هستند( تقسیم  می  شوند. در این میان 
نانوذرات روی در مصارف پزشکی، داروسازی و آرایشی استفاده 
می شوند و همچنین استفاده از آن ها در روش فتوکاتالیز۱ برای 
یک سری  تشکیل  که  فاضلاب  و  آب  تصفیه  و  هوا  پاک سازی 
فرایندهایی به نام فناوری های اکسیداسیون پیشرفته2می دهند 

بیشتر از همه مورد توجه قرار گرفته است ]۵[.

 از دیدگاه سم شناسی عوامل مختلفی در موجودات زنده به 
عنوان عوامل ناهنجاری زا در دوران جنینی محسوب می شوند. 
و  شیمیایی  مواد  شامل  ناهنجاری زا  عوامل  دسته  بزرگ ترین 
داروها هستند. در برخی موارد حتی ماده ای که در متابولیسم 
طبیعی درگیر است، اگر به میزان زیاد و در زمان های خاص و 
مهم دوران جنینی حضور داشته باشد، می تواند اثرات مخربی به 
بار آورد. علاوه بر مواد شیمیایی طبیعی، صدها ترکیب مصنوعی 
جدید نیز هر ساله وارد جامعه صنعتی می شود که ممکن است 
اثرات زیان آوری روی جنین داشته باشد. مصرف بیش از ۵۰ هزار 
ترکیب مصنوعی مرسوم و رایج است و هر ساله نیز بین 2۰۰ تا 

۵۰۰ ترکیب جدید ساخته می شود ]6[.

با  ولی  هستند،  ما  با  همیشه  ناهنجاری زا  ترکیبات  اگرچه   
ورود ترکیبات آزمایش نشده به محیط اطراف ما، خطر ابتلا به 
این ناهنجاری ها هر روز بیشتر و بیشتر می شود؛ زیرا اکثر مواد 
شیمیایی صنعتی و همچنین برخی امواج الکترومغناطیسی از 
نظر اثرات ناهنجاری زایی آزمایش و غربالگری نشده اند ]7[. اسدی 
عنوان  به  را   BDP18 نانوپلیمر  اثرات  پژوهشی  در  همکاران  و 
حامل با قدرت رهش دارویی آهسته که در درمان سرطان مورد 
استفاده می شود بر جنین جوجه ارزیابی کردند. نتایج حاصل از 
این پژوهش نشان داد BDP18 اثرات سمی و تراتوژنیک کمی را 
فقط در دُزهای بالا دارد، از این رو می توان از آن در غلظت های 
پایین به عنوان یک سیستم رهش دارویی مؤثر استفاده کرد ]8[. 

نانوذرات  فیزیولوژیک  و  سمیت  اثرات  دیگری  پژوهش  در 
پلاتین که به طور گسترده در درمان استفاده می شود بر روند 
رشد و نمو جنین جوجه بررسی شده است. نتایج حاصل از این 
پژوهش نشان داد این نانوذرات سبب القای آپوپتوز در سلول های 

عصبی می شود ]9[.

جنین جوجه یکی از مدل های آزمایشگاهی جانوری مناسب 
جنین شناسی،  جمله  از  مختلف  رشته های  محققان  که  است 
می کنند. استفاده  آن  از  بیوشیمی  و  فیزیولوژی  فارماکولوژی، 

طول  کوتاهی  و  تعداد  هر  به  آن  تهیه  راحتی  امر  این  دلیل 
دوران جنینی آن است. همچنین مراحل عمومی و طبیعی در 

1. Photocatalysis
2. Advanced Oxidation Technologies (AOTs)

تکوین اسکلت جنین جوجه نه تنها در مطالعات جنین شناسی 
تجربی و تراتولوژیک به عنوان نمونه کنترل استفاده می شود، 
بلکه جهت مقایسه در بدشکلی های اسکلتی ناشی از موتانت ها 
نیز می تواند استفاده شود ]۱۰[. جنین پرندگان از نظر ساختار، 
عملکرد فیزیولوژیکی و مراحل عمومی تکوین، شباهت فراوانی 
برای مطالعه روند  از آن  این رو،  از  به جنین پستانداران دارد، 
تکوین پستانداران استفاده می شود. علاوه بر این، جنین جوجه را 
می توان به راحتی کشت داد. مزایای مذکور راه را برای بسیاری از 
تحقیقات که نیاز به میکروجراحی دارند و همچنین بررسی تأثیر 
مواد شیمیایی و دارویی روی جنین همواره کرده است ]۱2 ،۱۱[. 

در مورد اثرات نانوذرات بر سلول ها و جنین، اطلاعات بسیار 
دارای خواص شیمیایی  نانوذرات  است.  دسترس  در  محدودی 
در پژوهش های  و فیزیکی منحصر به فردی هستند که اخیراً 
درمانی مورد توجه زیادی قرار گرفته است، با این حال اطلاعات 
ما درباره سمیت و تأثیر آن بر سلامت عمومی کم است؛ از این 
رو بررسی اثرات نانوذرات بر جنین اهمیت بالایی دارد. با توجه 
به اینکه نانوذرات سولفید روی به طور گسترده در داروسازی و 
سنتز مواد آرایشی همچنین در تصفیه آب و فاضلاب استفاده 
می شوند، هدف از مطالعه حاضر بررسی اثرات ناهنجاری زایی و 
سیتوتوکسیسیتی نانوذرات سولفید روی در سطح جنین جوجه و 

کشت سلول های فیبروبلاستی جنینی است. 

مواد و روش ها

پژوهش حاضر از نوع تجربی است که در آزمایشگاه تحقیقاتی 
گروه زیست شناسی دانشگاه محقق اردبیلی و با حمایت گروه 

زیست شناسی دانشگاه محقق اردبیلی انجام شده است.

 تهیه نانوذرات سولفید روی با استفاده از امواج ریز موج

برای تهیه نانوذرات سولفید روی، ابتدا در یک بشر ۰/۰2 مول 
بار تقطیر، تحت  استات روی دوآبه در 22۵ میلی لیتر آب دو 
همزدن ملایم حل شد، سپس ۰/۰2 مول تیواستامید را در بشر 
دیگری در 22۵ میلی لیتر آب دو بار تقطیر حل شد و پس از 
انحلال کامل، قطره قطره به محلول اولیه تهیه شده اضافه شد. برای 
اطمینان از کامل شدن واکنش، محلول 3۰ دقیقه تحت همزدن 
شدید قرار گرفت. سپس محلول ۱۵ دقیقه درون دستگاه ریزموج 
با توان ۵۵۰ وات، قرار گرفت. محلول شیری رنگ به دست آمده را 
تحت سانتریفیوژ قرار داده شد تا رسوبات حاصل جدا شود. سپس 
رسوبات به دست آمده، سه بار با آب و اتانول شست وشو شد و در 
 6۰ °C انتها به منظور خشک کردن، رسوبات 24 ساعت در دمای

در داخل آون قرار داده شد ]۱3[.

تیمار جنین جوجه

9۰ تخم مرغ بارور نژاد راس از شرکت محلی )آرتا جوجه( 
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خریداری شد. تخم مرغ ها در شرایط دمایی مناسب ۱۰ تا ۱2 
درجه سلسیوس نگهداری شدند. برای بررسی فعالیت بیولوژیکی 
نانوذرات سولفید روی3 در آب مقطر دو بار تقطیر شده، حل شد 
و سپس در روز سوم گرماگذاری، ۱۰۰ میکرولیتر از محلول های 
و 4۰  غلظت های ۵، ۱۰، ۱۵، 3۰  در  روی  سولفید  نانوذرات 
میلی گرم در میلی لیتر / تخم مرغ و با استفاده از سرنگ هامیلتون 
به داخل کیسه هوا تزریق شد. تزریق در شرایط استریل و از 
قسمت قاعده پهن تخم مرغ به درون کیسه هوا صورت گرفت 
و بلافاصله محل تزریق توسط پارافین مذاب بسته شد و تخم 
مرغ ها در دمای 37/7 تا 38 درجه سانتی گراد و در رطوبت 6۵ 

درصد گرماگذاری شدند. 

به عنوان شاهد از تعداد تکرار یکسان تخم مرغ با تزریق ۱۰۰ 
میکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر شده استفاده شد. جهت بررسی 
و کنترل آلودگی باکتریایی و قارچی تعدادی تخم مرغ اضافی 
گرماگذاری شد که به طور تصادفی انتخاب شدند و آلودگی آن ها 
بررسی شد. جهت کنترل رشد جنینی در طول انکوباسیون، به 
طور متوسط چهار بار کندلینگ انجام گرفت. در این پژوهش 

برای هر غلظت به طور متوسط سه گروه پنج تایی انتخاب شد

بررسی سمیتّ و تراتوژنیک

تخم مرغ های تیمار شده و شاهد، در روز ۱9 انکوباسیون، باز 
و جنین های حاصل توزین شدند. سپس میزان مرگ ومیر آن ها 

ثبت با فرمول شماره ۱ محاسبه شد ]۱4[.

.۱

= درصد مرگ ومیر

درصد مرگ ومیر شاهد- درصد 
مرگ ومیر تیمار

درصد مرگ و میر شاهد- ۱۰۰
× ۱۰۰

 

جنین ها  مورفولوژیکی،  ناهنجاری های  بررسی  منظور  به 
پس از بیرون آمدن از تخم، از نظر هرگونه ناهنجاری ظاهری 
قابل تشخیص معرفی شده توسط رومانوف4 در کتاب »پاتوژنز 
و ناهنجاری شناسی جنین پرندگان« بررسی و نوع ناهنجار های 
ظاهری قابل تشخیص با چشم در مقایسه با گروه کنترل ثبت 
شد. جهت بررسی ناهنجاری های اسکلتی جنین، روش سریع 
استخوان  نشان دادن  برای  نمونه ها  رنگ آمیزی  و  شفاف سازی 
توسط گرین و همکارانش استفاده شد؛ به طور خلاصه در این 
روش ابتدا پوست جنین جدا و محتویات شکمی تخلیه شد و 
سه روز در محلول دو درصد هیدروکسید پتاسیم۵ قرار گرفتند. 
پتاسیم  هیدروکسید  درصد  یک  محلول  در  جنین ها  سپس، 
حاوی آلیزارین قرمز )۰/۱ درصد( به مدت سه روز رنگ آمیزی 

3. Zinc Sulfide (ZnS)
4. Romanoff
5. Potassium Hydroxide (KOH)

گلیسرول  در  جنین  قراردادن  با  نهایی  شفاف سازی  شدند. 
)۱۰۰ درصد( انجام شد. سپس از نمونه ها تصویر تهیه شد و از 
نظر ناهنجاری های اسکلتی با نمونه های کنترل مقایسه شد و 

ناهنجاری های ایجادشده ثبت شد ]۱۵[.

جداسازی و کشت سلول های فیبروبلاستی جوجه

روز  در  جنین ها  فیبروبلاستی،  سلول های  جداسازی  جهت 
دهم گرماگذاری از تخم خارج شده و در شرایط استریل، سر 
و محتویات شکمی آن ها جدا شدند و باقی مانده جنین درون 
PBS 6 حاوی آنتی بیوتیک قرار گرفت و به قطعات کوچکی تقسیم 
شد سپس پنج دقیقه ظرف حاوی محلول آنزیمی تریپسین و 
تکه های بافت جنین روی همزن مغناطیسی قرار گرفت. در ادامه 
به ظرف محیط کشت حاوی سرم گاوی اضافه شد، سوسپانسیون 
 )7RPMI( به دست آمده سانتریفیوژ شد و به محیط کشت تازه
همراه با آنتی بیوتیک منتقل و در فلاسک های T75 کشت شد. 

سپس در پاساژ سوم درون پلیت های 24 خانه کشت شد ]۱4[.

بررسی سمیت سلولی 

برای بررسی اثرات سایتوتوکسیسیتی نانوذره سولفید روی، از 
ارزیابی MTT 8 که روشی برای بررسی قابلیت زنده مانی سلول ها 
و تعیین سمیت سلولی ترکیبات مورد استفاده در محیط کشت 
است استفاده شد. MTT نمک تترازولیوم محلول در آب است 
که با شکست حلقه تترازولیوم با آنزیم سوکسینات دهیدروژناز در 
داخل میتوکندری به فورمازان بنفش غیرمحلول تبدیل می شود. 
این تغییر رنگ با استفاده از روش اسپکتروفتومتری در طول موج 
۵4۰ نانومتر قابل اندازه گیری است. اولین گام در انجام این تست، 
کشت سلول ها در داخل فلاسک های کشت 96 خانه ای است. 24 
ساعت پس از کشت سلول ها، زمانی که سلول  ها از نظر تعداد 
غلظت های ۵۰۰،  شدند،  آماده  موردنظر  ترکیب  اثردادن  برای 
۱۰۰۰ و ۱۵۰۰ میکرومولار به مدت ۱6 ساعت روی سلول ها اثر 
داده می شدند. سپس ظروف کشت 96خانه ای در داخل انکوباتور 
قرار داده شد و در مقاطع زمانی خاص پس از تیمار موردنظر، 
هرکدام از ظرف های کشت از داخل انکوباتور خارج و به هریک 
از خانه های آن ها در شرایط استریل، بدون خارج کردن محیط 
کشت، 2۰ میکرولیتر از محلول MTT تازه تهیه شده اضافه شد. 
سپس ظرف کشت چهار ساعت داخل انکوباتور قرار داده شد. در 
پایان این دوره زمانی، محیط کشت کلیه خانه های ظرف کشت، 
خارج و در هرکدام از آن ها 2۰۰ میکرولیتر از 9DMSO اضافه 
شد. همان طور که می دانیم DMSO بلور های فورمازان بنفش رنگ 
را در داخل خود حل می کند و به حالت محلول درمی آورد. با 

6. Phosphate buffered saline
7. Roswell park memorial institute medium  
8. (4,5-dimethylthiazol-2-Yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
9. Dimethylsulfoxide
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حل شدن کامل بلور ها و ایجاد محلول های یکنواخت، جذب نوری 
هرکدام از خانه ها با استفاده از دستگاه Elisa reader خوانده شد 
OD تیمار / OD و میزان درصد زنده مانی سلول از رابطه شاهد

محاسبه شد ]۱4[.

تحلیل آماری

طرح آزمایش از نوع طرح کاملًا تصادفی است. برای تحلیل 
داده ها از نسخه ۱6 نرم افزار SPSS، برای تحلیل واریانس از تحلیل 
واریانس یک طرفه۱۰، جهت مقایسه میانگین ها از آزمون دانکن۱۱ 
ارزیابی پروبیت۱2 استفاده شد. سطح  از   LD50 برای محاسبه و 
معنی داری )P<۰/۰۵( به عنوان مرز استنتاج آماری قرار داده شد. 

یافته  ها

سه گروه آزمایشی پنج عددی و درمجموع ۱۵ تخم مرغ برای 
هر غلظت و یک گروه شم ۱۵عددی به ازای هر غلظت تزریقی 
نانوذرات به تخم مرغ ها، از نظر کسر بقای جنین مطالعه شدند.

یافته ها نشان داد در تیمار تخم مرغ ها با غلظت های ۵، ۱۰، ۱۵، 
3۰ و 4۰ میلی گرم در میلی لیتر / تخم مرغ به ترتیب 83/34 
،8۰، 68/9، ۵2/8۵ و 33/7۵ درصد در روز نوزدهم زنده مانده اند. 
بررسی رابطه خطی بین غلظت تیمار و درصد جنین های زنده مانده 
بیانگر LD50 برابر 32/47 میلی گرم / تخم مرغ بود. بررسی آماری 
داده ها نشان داد اختلاف بین گروه کنترل و هریک از غلظت های 
موردبررسی در سطح ۵ درصد معنی دار است. همچنین مقایسه 
اختلاف بین غلظت های تیمار نیز در سطح ۵ درصد معنی دار 

10. ANOVA
11. Duncan
12. Probit

بود. به عبارتی دیگر، افزایش مرگ و میر نسبت به افزایش غلظت 
نانوذرات سولفید روی در سطح پنج درصد معنی دار است )تصویر 

شماره ۱(. 

بررسی ریخت شناسی ظاهری جنین ها نشانگر ناهنجاری های 
محدودی در نمونه های تیمار بود؛ به طوری که تا غلظت 3۰ 
میلی گرم بر میلی لیتر/تخم مرغ هیچ گونه ناهنجاری ای مشاهده 
نشد. با افزایش غلظت تیمار ناهنجاری از نوع پاهای چنگکی با 
درصد کمی در نمونه ها مشاهده شد )جدول شماره ۱ و تصویر 
در  معنی داری  وزنی  تغییرات  هیچ گونه  همچنین   .)2 شماره 
جنین های تیمارشده با نانوذرات سولفید روی در مقایسه با گروه 

شم مشاهده نشد.

بررسی ساختار اسکلتی جنین های تحت تیمار نشان داد تا 
غلظت 3۰ میلی گرم بر میلی لیتر / تخم مرغ هیچ گونه ناهنجاری ای 
مشاهده نشد و با افزایش غلظت، ناهنجاری از نوع حذف مهره های 

دمی مشاهده شد )جدول شماره ۱ و تصویر شماره 3(.

 ZnS مطالعه تأثیر غلظت های ۵۰۰، ۱۰۰۰ و ۱۵۰۰ میکرومولار
روی سلول های فیبروبلاستی جنین جوجه پس از ۱6 ساعت، به 
ترتیب نشانگر کسر زنده مانی 88/4۵، 68/7۵ و 49/32 درصد بود. 
این ترکیب با دُز کشنده، ۵۰ درصد سلول ها )IC50( برابر ۱46۰ 
میکرومولار رشد سلولی را مهار می کند. نتایج حاصل از مطالعات 
مورفولوژیک سلول های تیمار شده نشان داد با افزایش غلظت نانوذرات 
سولفید روی در سلول های فیبروبلاستی اتصالات بین سلولی گسسته 
می شود، سلول ها گرد و حاشیه آن ها نامنظم می شوند. همچنین در 
سلول های تیمار شده، گرانول های سیتوپلاسمی افزایش یافته و در 
غلظت ۱۵۰۰ میکرومولار سلول ها کاملًا متراکم شده و توده متراکم 

سلولی به تدریج گسسته می شود )تصویر شماره 4(. 

تصویر ۱. اثرات‌غلظت‌های‌مختلف‌نانوذرات‌سولفید‌روی‌)‌10تا‌‌40میلی‌گرم‌در‌میلی‌لیتر‌/‌تخم‌مرغ(‌بر‌زنده‌مانی‌جنین‌های‌جوجه.‌در‌هر‌غلظت‌‌15جنین‌بررسی‌
شده‌است‌که‌در‌مقایسه‌با‌گروه‌کنترل‌معنادار‌است.

***P<0/001و‌‌**P<0/01‌،*P<0/05‌
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 بحث 

مطالعه حاضر نشان داد تزریق نانوذرات سولفید روی در روز 
در  کاهش  سبب  نطفه دار  مرغ های  تخم  به  انکوباسیون  سوم 
بیرون آمدن جوجه ها و تأخیر در بیرون آمدن آن ها و همچنین 
با افزایش غلظت، سبب افزایش مرگ ومیر جنین ها می شود. در 
غلظت های بالای ۵۰ میلی گرم در میلی لیتر / تخم مرغ، نانوذرات 
سولفید روی چون زنده مانی جنین ها را به شدت تحت تأثیر قرار 
می دهد نمی توان این غلظت ها را از نظر تراتوژنیکی بررسی کرد، 
اما در غلظت های پایین تر از آستانه، هیچ گونه اثرات ناهنجاری زایی 
و سمیت وابسته به دُزی مشاهده نشد. مطالعات نشان داده اند 
مرگ و میر جنین ها پس از تزریق درون تخم می تواند به علت 

تخریب و به هم خوردن تعادل هوموستازی جنینی به علت تزریق 
مواد باشد و همچنین حساسیت جنین ها به مرحله رشد و نمو 
آن ها وابسته است ]۱6 ،۱۵[. بسیاری از محققین اثر تراتوژنیک 
اول  هفته  طول  در  که  وقتی  را  رشد  عوامل  و  آنتی بیوتیک ها 
جنینی   درون تخم تزریق می شوند اثبات کرده اند ]۱8 ،۱7[. در 
چند دهه گذشته، انواعی از نانوذرات ساخته شده اند و به عنوان 
عوامل ایجاد کننده کنتراست در امور تشخیص و تصویربرداری و 

دارورسانی استفاده شده اند ]۱9[.

تأثیر ترکیب نانوذرات سولفید روی بر جنین جوجه به ایجاد 
شد  منجر  دمی  مهره های  حذف  نوع  از  اسکلتی  ناهنجاری 
که می تواند ناشی از تأثیر مستقیم ترکیب بر مرگ سلول های 
جنینی در حال رشد در مهره دمی باشد. در این راستا بررسی 

جدول ۱. ناهنجاری‌های‌مربوط‌به‌غلظت‌‌های‌مختلف‌نانوذرات‌سولفید‌روی،‌بر‌جنین‌جوجه

غلظت
میکرومولار / تخم  مرغ

درصد ناهنجاری 
نو ع ناهنجاریدرصد ناهنجاری اسکلتینوع ناهنجاریمورفولوژیکی

 -تشخیص داده نشد-تشخیص داده نشد0

-تشخیص داده نشد-تشخیص داده نشد5

-تشخیص داده نشد-تشخیص داده نشد10

-تشخیص داده نشد-تشخیص داده نشد15

حذف مهره های دمی6/25پاهای چنگکی305/88

حذف مهره های دمی5/88پاهای چنگکی4013/33
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تصویر 2. ناهنجاری‌مورفولوژیکی
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تصویر 4. تأثیر‌غلظت‌های‌مختلف‌نانوذرات‌سولفید‌روی‌در‌سلول‌های‌فیبروبلاستی‌استخراج‌شده‌از‌جنین‌جوجه‌پس‌از‌تیمار‌‌16ساعته

‌سلول‌های‌فیبروبلاستی‌شاهد،‌غلظت‌صفر:‌الف:،‌تیمار‌با‌غلظت‌‌500میکرومولار؛‌ب:‌تیمار‌با‌غلظت‌‌1000میکرومولار؛‌پ:‌تیمار‌با‌غلظت‌‌1500میکرومولار؛‌‌
ت:‌سولفید‌روی

اسداله اسدی و همکاران. بررسی اثرات سمیت و تراتوژنیک نانوذرات سولفید روی بر جنین جوجه

تصویر 3. ناهنجاری‌اسکلتی

‌الف:‌ناشی‌از‌غلظت‌‌40میلی‌گرم‌در‌میلی‌لیتر‌/‌تخم‌مرغ‌به‌صورت‌حذف‌مهره‌های‌دمی؛‌ب:‌در‌مقایسه‌با‌نمونه‌جوجه‌سالم‌حاصل‌از‌جنین‌شاهد

بالف
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اثر داروی متاتورکسات در موش های صحرایی نشان داد بیشتر 
ناهنجاری های ایجاد شده در رت ها به دنبال تزریق متاتورکسات 
قبلی  یافته های  بررسی  به مهره های دمی است ]2۰[.  محدود 
نشان می دهد استخوان های اندام های انتهایی تحت تأثیر مواد 
تراتوژن، بیشتر دچار نقص می شوند ]2۱[. بارنس و همکارانش 
در سال ۱996 نشان دادند اسید والپوریک از میزان رونویسی 
Pax1 در سومایت های جوجه می کاهد. این کاهش موجب ایجاد 
و  مهره ها  در  ناهنجاری های مشابه  و  ناهنجاری در سومایت ها 

دنده ها می شود ]22[. 

استودنیکا و همکارانش در سال 2۰۰9 اثرات نانوذرات آلیاژ 
نقره پالادیوم بر رشد و نمو جنین جوجه را بررسی کردند و نشان 
دادند این نانوذرات بر رشد و نمو جنین تأثیر ندارند و همچنین 
تأثیری بر وزن جنین های جوجه ندارند ]23[. همچنین  هیچ 
ناهنجاری مورفولوژیکی مشهود مشاهده شده، تحت تأثیر نانوذرات 
سولفید روی پاچنگکی بود که این ناهنجاری می تواند به علت 
وجود ترکیباتی باشد که خاصیت تقلیدگری کولین دارند. علت 
این نوع ناهنجاری تحلیل و عدم تکامل بافت ماهیچه ای است که 
در نتیجه رقابت با استیل کولین برای متصل شدن به گیرنده های 

استیل کولین روی می دهد ]2۵ ،24[. 

تولید  منشأ  نمی تواند  ناهنجاری زا  عامل  غلظت های  تمام 
ناهنجاری زا  عامل  غلظت  که  زمانی  باشد،  جنینی  ناهنجاری 
بیشتر از غلظت آستانه شود، علائم سمیت ظاهر می شود ]27 
،26[. در این پژوهش آستانه تأثیر نانوذرات سولفید روی 32/47 
میلی گرم بر میلی لیتر / تخم مرغ بود. در پژوهش دیگری اثرات 
تراتوژنیک کمپلکس سالن وانادیوم اکساید بر جنین جوجه و 
کشت سلول های کبدی و فیبروبلاستی حاصل از آن ارزیابی شد؛ 
نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد در غلظت های بالا در محیط 
کشت اتصالات بین سلولی، سلول های فیبروبلاستی گسسته شده 
و حاشیه سلول ها نامنظم می شوند. همچنین تراکم سیتوپلاسمی 

درون سلول افزایش یافته و سلول ها واکوئله می شود ]28[. 

باوانیلاتا و همکارانش اثرات نانوذرات نقره را روی جنین جوجه 
ارزیابی کردند و پس از تزریق نانوذرات به تخم مرغ های نطفه دار 
در روز ۱8 انکوباسیون پس از بیرون آوردن جوجه ها بافت های 
قلب، چشم و کبد ارزیابی بافتی شد؛ نتایج حاصل از این پژوهش 
هیچ گونه تغییراتی در سلول های بافت قلب و بافت چشم و بافت 

کبد نشان نداد ]29[.

نتیجه گیری

مطالعه 32/47  این  در  روی  سولفید  نانوذرات  تأثیر  آستانه 
پایین تر  دُزهای  در  که  بود  مرغ  تخم   / میلی لیتر  بر  میلی گرم 
از آستانه، اثرات چندانی بر جنین نداشت و همچنین هیچ اثر 
از  پایین تر  از نظر مورفولوژیکی و اسکلتی در دُزهای  تراتوژنی 
آستانه مشاهده نشد. از این رو، هنگام استفاده از نانوذرات سولفید 

روی درصنایع مختلف همچون داروسازی، به عنوان حامل دارویی 
یا در تهیه محصولات آرایشی و بهداشتی و سایر کاربردهای آن 
در صنایع مشابه میزان آستانه آن جهت ایجاد توکسیتی جنین و 

ایجاد ناهنجاری در جنین باید مورد توجه قرار گیرد.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

دانشگاه  زیست شناسی  آزمایشگاه  در  آزمایش ها  کلیه  انجام 
محقق اردبیلی مطابق دستورالعمل اخلاقی موجود درباره کار با 
حیوانات آزمایشگاهی و با کد اخلاقی شماره ۱32۵ انجام شد. 

همچنین تلاش شد از تعداد حیوانات کمتری استفاده شود.

حامی مالی

دانشگاه محقق اردبیلی از این پژوهش حمایت مالی کرده است.

مشارکت نویسندگان

 پژوهشگر اصلی، روش شناس و نگارنده مقاله: اسداله اسدی 
)۵۰ درصد(؛ پژوهشگر کمکی، نگارنده مقاله و تحلیلگر داده ها: 

آرش عبدالملکی )۵۰ درصد(.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

بدین وسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه محقق اردبیلی تقدیر 
و تشکر می شود.
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