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Introduction: Silver nanoparticles (Ag NPs) have been widely used as new potent 

antimicrobial agents in cosmetic and hygienic products. The silver induced a decrease in the 

total volume of hippocampal cells and high doses of silver caused cell death. On the other 

hand, the hippocampus may be an important brain site in the modulation of fear and anxiety. 

The purpose of this study was to investigate the possible protective role of Ag NPs on anxiety-

like Behavior in rats. Materials and Methods: Forty male Wistar rats (200-250 gr) were 

divided into five groups of eight rats in control group and treatment groups with different 

doses. Control group rats were injected saline and treatment groups were injected Ag NPs at 

doses of 50, 250, 500, and 1000 mg/kg/day intraperitoneal (IP). After two weeks of treatment, 

the anxiety-related behavior in the rats was examined by the plus maze test. Results: Our 

results showed that Ag NPs at dose of 1000 mg/kg/day after 14 days significantly decreased 

the percentage of open arm duration and the percentage of open arm entries but did not affect 

the locomotor activities. Conclusion: These data suggest that IP application of Ag NPs 

causes an anxiogenic response.
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بررسی نانو -نقره بر روي رفتارهای مرتبط با اضطراب در موش‌های صحرایی
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ه چــــــــكيد

كليد واژه‌ها:
1. نانو ذرات

2. نقره
3. اضطراب

4. موش‌هاي صحرایی

و  آرایشی  محصولات  در  قوی  میکروبی  عوامل ضد  به‌عنوان  گسترده‌ای  به‌طور  نقره  ذرات  نانو  مقدمه: 
بهداشتی استفاده می‌شوند. نقره باعث کاهش در حجم كلي سلول‌های هیپوکامپ مي‌گردد و دوزهاي بالاي 
نقره سبب مرگ سلولي می‌گردد. از سوي ديگر هیپوکامپ ممكن است یک جایگاه مهم مغز در تعديل ترس 
و اضطراب باشد. هدف از این مطالعه بررسی نقش احتمالی محافظتي نانو ذرات نقره بر روي رفتارهاي شبه 
اضطرابی در موش‌های صحرایی بود. مواد و روش‌ها: 40 سر موش صحرایی نر نژاد ویستار )200-250 
گرم( به پنج گروه هشت‌تایی در گروه‌هاي مختلف كنترل و تيمار با دوزهاي مختلف تقسیم شدند. موش‌هاي 
گروه كنترل تحت تزريق سالين و گروه‌هاي تيمار به‌صورت درون صفاقی تحت تزريق نانو ذرات نقره در 
دوزهاي 50، 250، 500 و 1000 ميلي‌گرم/يكلوگرم وزن بدن/روزانه قرار گرفتند. دو هفته پس از تيمار، 
رفتارهاي مرتبط با اضطراب در موش‌هاي صحرايي توسط آزمون ماز به‌علاوه‌ای شکل بررسي شد. یافته‌ها: 
نتایج ما نشان داد که نانو ذرات نقره در دوز 1000ميلي‌گرم/يكلوگرم وزن بدن/روزانه پس از 14 روز، درصد 
مدت زمان ماندن در بازوي باز و درصد ورودها به بازوي باز را به‌طور معني‌داري كاهش داد ولي فعاليت‌هاي 
حركتي را تحت تأثير قرار نداد. نتیجه‌گیری: اين نتایج پيشنهاد ميك‌نند كه كاربرد داخل صفاقي نانو 

ذرات نقره سبب پاسخ اضطراب زایی مي‌گردد. 
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مقدمه
میکروبی عمل  عوامل ضد  به‌عنوان   )Ag NPs( نقره  ذرات  نانو 
استفاده  مختلف  محصولات  در  فزاینده‌ای  به‌طور  و  می‌کنند 
می‌شوند، در نتیجه نگرانی‌هایی در مورد مواجهه انسان و محیط 
‌زیست با این مواد وجود دارد )1(. هیچ اطلاعاتی در مورد اثرات 
ندارد  مواد وجود  این  با  از مواجهه شدن  طولانی مدت حاصل 
)2(. در مطالعه‌ای كه به ‌تازگی انجام گرديده، نشان داده شده 
تداخل  عصبی  سلول  تمایز  و  تکثیر  با  می‌تواند  نقره  که  است 
دوز  با  تیمار  که  اين مشخص شده  بر  علاوه   .)3( باشد  داشته 
کم نقره در زمان جنینی باعث تغییرات سیناپسی گرديده و در 
انتقال‌دهنده‌های  در  تغییر  و  رفتاری  تغییرات  باعث  بزرگسالی 
عصبی1 دوپامین و سروتونین می‌گردد )4(. این ناقلين عصبي با 
يادگيري و ايجاد اضطراب ارتباط ‌دارند و در معرض قرار گرفتن 
با این فلزات سنگین موجب افزایش رفتار اضطرابي در جوندگان 

بالغ می‌شود )6 ،5(. 
مدت،  طولانی  در  نقره  با  موش  جنین  گرفتن  قرار  معرض  در 
رسوب این فلز در بسیاری از ساختارهای سیستم عصبی را به 
اندازه‌گیری  با  تأثير نقره بر سیستم عصبی  همراه دارد. عواقب 
حجم در حال توسعۀ هیپوکامپ مغز موش نشان داده است که 
نقره باعث کاهش حجم کل سلول‌های هرمی ناحیۀ هیپوکامپ 
درحالی‌که  می‌گردد،  نکروز  باعث  نقره  بالای  دوزهای  می‌شود. 
نقره  با  درمان  دارد.  سیتوتوکسیک  اثرات  پایین‌تر  غلظت‌های 

منجر به تجمع لیزوزوم در مدل وابسته به دوز می‌شود )7(.
مطالعات نشان داده‌اند كه هیپوکامپ یک جایگاه مهم برای اثرات 
فعالیت‌های اضطرابي شناخته شده است )8( و نانو ذرات نقره 
قابلیت عبور از سد خونی -مغزی را داشته و منجر به آپوپتوز در 
سلول‌های در معرض می‌گردد )9(. به‌علاوه نانو ذرات نقرۀ تزریق 
شده، تأثیر منفی بر سلول‌های هیپوکامپ و بیان ژن‌ها داشته و 
منجر به مرگ برنامه‌ریزی شدۀ سلولی می‌گردد )10(. از طرف 
به کاهش تعداد نورون‌ها در هیپوکامپ و  دیگر، آپوپتوز منجر 
تخریب عملکرد اجرایی آن‌ها می‌شود )11(. لذا در این مطالعه 
اثر نانو ذرات نقره بر رفتارهای اضطرابی مورد بررسی قرار گرفت.

مواد و روش‌ها
حيوانات

نژاد  بالغ  نر  تعداد 40 سر موش صحرايي  تحقيق  اين  در طی 
ویستار با وزن 250-200 گرم از مؤسسۀ رازي ايران خريداري 
 22 ± با درجه حرارت 2  اتاق مخصوص  شد. موش‌ها در يك 
درجۀ سانتي‌گراد، با رطوبت نسبی و در يك سكيل 24 ساعته 
كه 12 ساعت نور و 12 ساعت تاريكي داشت، نگهداري ‌شدند و 

به آب و غذاي استاندارد کافی دسترسي داشتند.
تیمار دارو

 US Research شركت  از  نانومتر   20 اندازۀ  با  نقره  ذرات  نانو 
Nanomaterials خریداری شد. در ابتدا غلظت‌های مورد نظر از 

کلوئید نانو نقره به‌وسیلۀ آب مقطر دیونیزه و با روش سری رقت2 
تهیه شده )12( و سپس در شرایط استریل تزریق انجام گرديد. 
حجم  با  تزریق  میزان  و  صفاقی  درون  صورت  به  تزریق  روش 
تقسیم  گروه هشت‌تایی   5 به  موش‌ها  بود.  دوز 1 سی‌سی  هر 
گردیدند: يك گروه سالین و چهار گروه ديگر، تیمار نانو ذرات 
نقره در دوزهای 50، 250، 500 و ppm 1000 را در طی 14 
روز متوالی دریافت کردند. تیمار دارو در ساعت معینی از روز 
)12-10 قبل از ظهر( انجام مي‌شد. سپس بعد از 14 روز فعالیت 
 3)EPM( اضطرابی به‌وسیلۀ آزمون رفتاری ماز به‌علاوه‌ای شکل

مورد ارزیابی قرار گرفتند.
آزمون رفتاری ماز به‌علاوه‌ای شکل

شکل  به‌علاوه‌ای  ماز  رفتاري  مدل  از  اضطراب  سنجش  براي 
جستجوگرانۀ  غريزۀ حس  دو  اساس  بر  ابزار  اين  شد.  استفاده 
جوندگان و احتراز از محیط‌های باز و روشن طراحي شده است. 
در اين روش، حيوان بيشتر وقت خود را در بازوهاي باز گذرانده 

و تمايل بيشتري به گذراندن در اين بازوها را دارد.
اين ابزار از جنس چوب و داراي چهار بازو به شكل علامت مثبت 
)+( است. ابعاد بازوي باز و بسته 10×50 سانتي‌متر مي‌باشد. دو 
طرف و انتهاي بازوي بسته، دیواره‌ای به بلندي 40 سانتي‌متر 
دو  در  صحرايي  موش‌های  افتادن  از  جلوگيري  براي  و  داشته 
طرف و انتهاي بازوي باز لبه‌ای به ارتفاع 1 سانتي‌متر از جنس 
به  به يك محدودۀ مركزي  بازو  شيشه نصب شده است. چهار 
ابعاد 10×10 سانتي‌متر منتهي می‌شوند. ماز توسط پایه‌هایی در 

ارتفاع 50 سانتي‌متري از سطح زمين قرار می‌گیرد.
قرار  باز  بازوي  يك  به  رو  و  مركزي  محدودۀ  درون  موش‌ها 
می‌گرفتند. نور مناسب توسط يك لامپ 100 واتي كه در ارتفاع 
120 سانتي‌متري از مركز ماز قرار داشت، تأمين می‌شد. در مدت 
5 دقیقه‌ای كه حيوان آزادانه در قسمت‌های مختلف ماز حركت 

می‌کرد، پارامترهاي زير به روش مشاهده اندازه‌گیری می‌شد.

تعداد دفعاتي كه حيوان وارد بازوي باز می‌شود.
تعداد دفعاتي كه حيوان وارد بازوي بسته می‌شود.
مدت زماني كه حيوان در بازوي باز باقي می‌ماند.

مدت زماني كه حيوان در بازوي بسته باقي می‌ماند.
منظور از ورود به بازوي باز يا بسته هنگامي است كه هر چهار 
گذرانده  زمان  می‌گرفت.  قرار  نظر  مورد  بازوي  در  حيوان  پای 
شده در هر بازو نيز بر همين اساس محاسبه شده است. براي هر 
حيوان درصد ورود به بازوي باز و درصد زمان گذرانده شده در 

بازوي باز از طريق فرمول زير محاسبه شده است:

1 Neurotransmitters
2 Serial dilution
3 Elevated plus-maze
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تغییر  فعالیت حرکتی  به ذكر است در صورتی که میزان  لازم 
پارامتر  دو  اين  معنی‌دار  افزايش  باشد،  نداشته  معنی‌داری 

نشان‌دهندۀ كاهش اضطراب در اين آزمون است.
البته درصد فاكتور 4OAT نسبت به درصد فاكتور 5OAE داراي 
حساسيت كمتري در ثبت رفتارهاي اضطرابي و يا ضد اضطرابی 
حيوان است. مدت زمان گذرانده شده در بازوي باز به‏علاوۀ مدت 
فعالیت  میزان  نشان‌دهندۀ  بسته  بازوي  در  زمان گذرانده شده 

حرکتی است )13(.
تجزيه و تحليل داده‌ها

نتايج به دست آمده با استفاده از آزمون آناليز واريانس یک‌طرفه 
تمام  تحليل شد.  و  تجزيه  توكي6  تعقیبی  آزمون  و   )SPSS 22(
 )Mean ± SEM( نتایج به‌صورت میانگین و انحراف معیار استاندارد
ثبت گردید. به‌منظور تعيين وجود اختلاف معنی‌دار بين گروه‌های 
آزمايشی اختلاف در سطح P>0/05 به‌عنوان تفاوت معنی‌دار در 

نظر گرفته شد.
یافته‌ها

بررسي اثر تزريق نانو ذرات نقره به‌صورت درون صفاقی 
بر رفتارهای اضطرابی

نمودار 1 تزريق نانو ذرات نقره با دوزهاي 50، 250، 500 و 1000 
میلی‌گرم بر کیلوگرم و به حجم 1 میلی‌لیتر به مدت 14 روز را 
بر درصد زمان ماندن در بازوی باز نشان می‌دهد. میانگین درصد 
زمان ماندن در بازوی باز در گروه کنترل 5/80 ± 31/44، در دوز 

50 میلی‌گرم بر کیلوگرم 8/07 ± 18/33، در دوز 250 میلی‌گرم 
بر کیلوگرم 8/06 ± 19/25، در دوز 500 میلی‌گرم بر کیلوگرم 
2/32 ± 19/64، در دوز 1000 میلی‌گرم بر کیلوگرم 15/78 ± 
18/25 می‌باشد. آزمون آماری واریانس یک‌طرفه کاهش معنی‌دار 
درصد زمان گذرانده در بازوی باز را در دوز 1000 میلی‌گرم بر 
کیلوگرم نشان داد که نشان‌دهندۀ افزایش رفتارهای شبه اضطرابی 

.)F)4، 35(=3/059، P>0/05( در گروه مورد مطالعه است
و  دوزهاي 50، 250، 500  در  نقره  ذرات  نانو  تزريق   2 نمودار 
1000 میلی‌گرم بر کیلوگرم  و به حجم 1 میلی‌لیتر به مدت 14 
روز را بر تعداد ورود به بازوی باز نشان می‌دهد. میانگین درصد 
تعداد ورود به بازوی باز در گروه کنترل 7/21 ± 42/61، در دوز 
میلی‌گرم  دوز 250  در   ،44 ± کیلوگرم 8/01  بر  میلی‌گرم   50
بر کیلوگرم 6/94 ± 41/62، در دوز 500 میلی‌گرم بر کیلوگرم 
2/70 ± 42/60، در دوز 1000 میلی‌گرم بر کیلوگرم 7/70 ± 31 
می‌باشد. آزمون آماری واریانس یک‌طرفه کاهش درصد تعداد ورود 
به بازوی باز را در دوز 1000 میلی‌گرم بر کیلوگرم نشان داد که 
نشان‌دهندۀ افزایش رفتارهای شبه اضطرابی در گروه مورد مطالعه 

.)F)4، 35(=4/863، P>0/05( است
نمودار 3 تزريق نانو ذرات نقره در دوزهاي 50، 250، 500 و 
1000 میلی‌گرم بر کیلوگرم  و به حجم 1 میلی‌لیتر به مدت 
14 روز را بر درصد فعالیت حرکتی نشان می‌دهد. آنالیز نتایج 
توسط آزمون آماری واریانس یک‌طرفه نشان داد که تزريق نانو 
ذرات نقره در هیچی‌ک از دوزهاي مورد مطالعه بر درصد فعالیت 

.)P=0/06( حرکتی تأثیری نداشت

4 Open arm times
5 Open arm entries
6 Tukey s’ test

نمــودار 1- بررســي اثــر تزریــق روزانــۀ نانــو ذرات نقــره در دوزهــاي 50، 250، 500 و 1000 
میلی‌گــرم بــر کیلوگــرم وزن بــدن بــه مــدت 14 روز بــر میانگیــن درصــد زمــان مانــدن در بــازوی بــاز 
در روز آزمــون. نتایــج به‌صــورت Mean ± SEM بیــان شــده اســت. * نشــان‌دهندۀ 0/05<مP در مقایســه 

.)n=8( بــا گــروه کنتــرل اســت

ــاي 50، 250، 500 و 1000  ــره در دوزه ــو ذرات نق ــۀ نان ــق روزان ــر تزری ــي اث ــودار 2- بررس نم
ــازوی  ــه ب ــر میانگیــن درصــد تعــداد ورود ب ــه مــدت 14 روز ب ــر کیلوگــرم وزن بــدن ب میلی‌گــرم ب
ــان شــده اســت. * نشــان‌دهندۀ 0/05<مP در  ــج به‌صــورت Mean ± SEM بی ــون. نتاي ــاز در روز آزم ب

.)n=8( ــا گــروه کنتــرل اســت مقایســه ب

نمــودار 3- بررســي اثــر تزریــق روزانــۀ نانــو ذرات نقــره در دوزهــاي 50، 250، 500 و 1000 
میلی‌گــرم بــر کیلوگــرم وزن بــدن بــه مــدت 14 روز بــر میانگیــن درصــد فعالیــت حرکتــی در 
روز آزمــون. نتايــج به‌صــورت Mean ± SEM بیــان شــده اســت. درصــد فعالیــت حرکتــی در هيــچ 

.)n=8( يــك از گروه‌هــا در مقایســه بــا گــروه كنتــرل معنــی‌دار نبــود [
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بحث و نتیجه‌گیری
هدف از این مطالعه ارزیابی اثر نانو ذرات نقره بر فعالیت اضطرابی 
می‌باشد. نتایج به‌دست ‌آمده از این مطالعه نشان داد که در تیمار 
با دوز بالای نانو ذرات نقره )1000 ميلي‌گرم بر يكلوگرم وزن 
بدن( میزان اضطراب افزایش میی‌ابد. این نتایج نشان‌دهندۀ این 
است که نانو ذرات نقره منجر به تخریب سلول‌های در معرض 

می‌شود.
نقره موجب کاهش  نانو ذرات  نتايج ما نشان داد كه  همچنين 
باز و کاهش درصد تعداد ورود  بازوی  درصد زمان گذرانده در 
که  ندارد  اثری  حرکتی  فعالیت  بر  ولی  می‌شود  باز  بازوی  به 

نشان‌دهندۀ اثر اضطراب ‌زایی نانو ذرات نقره می‌باشد.
تزریق  که  کردند  گزارش   2009 سال  در  همکاران  و   Tang
این  عبور  باعث  صحرایی  موش  به  نقره  ذرات  نانو  زیرپوستی 
ذرات از سد خونی -مغزی و تجمع آن‌ها در مغز می‌شود )9(. 
در  تغییر  با  را  نقره  ذرات  نانو  اثرات سمی  زیادی  پژوهش‌های 
بیان ژن‌ها نشان داده‌اند. یک پژوهش به‌وسیلۀ Kim و همکاران 
اندام‌ها  در  سیتوتوکسیتی  باعث  نقره  ذرات  نانو  که  داد  نشان 

می‌شود )14(.
تغییر بیان ژن‌های مختلف تحت تأثیر نانو ذرات نقره در مناطق 
مختلف مغز توسط Rahman و همکاران مطرح شده است. نانو 
هیپوکامپ  سلول‌های  بر  منفی  تأثیر  شده  تزریق  نقره  ذرات 
سلولی  برنامه‌ریزی ‌شدۀ  مرگ  به  منجر  و  داشته  ژن‌ها  بیان  و 
می‌شود، به‌طوری‌که نانو ذرات نقره موجب تولید 7ROS از راه 
نهایت  در  و  اکسیداتیو  استرس  القای  و  متابولیکی  مسیر  یک 
منجر به آسیب اکسیداتیو DNA می‌شود )Xia .)15 و همکاران 
نشان دادند که تولید بالای ROS بر دفاع آنتی‌اکسیدانی سلولی 
غلبه می‌کند و سبب کاهش عملکرد میتوکندری می‌گردد و این 
وقایع استرس اکسیداتیو را افزایش داده و منجر به آسیب سلولی 

از جمله آپوپتوز می‌شود )16(.
در مطالعه‌ای كه بر روي گورخر ماهي8 با تیمار  نقره انجام شد، 
نشان داده شد که میزان دوپامین و 5- هیدروکسی تریپتامین9 
در مغز افزایش میی‌ابد و این تغییرات نمی‌تواند توسط تغییر در 

سطوح انتقال‌دهندۀ عصبی توضیح داده شود، بلکه نشان‌دهندۀ 
افزایش فعالیت پیش سیناپسي برای این دو انتقال‌دهندۀ عصبی 
نقره  یافته‌ها نشان می‌دهند که قرارگيري در معرض  می‌باشد. 
عملکرد  در  مدت  طولانی  تغییرات  به  منجر  جنینی  زمان  در 
هیدروکسی   -5 و  دوپامین  به  مربوط  سلول‌های  سیناپسی 
و  پاداش  در  مهمی  نقش  ماده  دو  این  که  می‌شود  تریپتامین 
اضطراب دارند. علاوه بر اين در معرض قرار گرفتن گورخر ماهی 
با نقره نشان داد که فعالیت اضطرابی تغییر ميك‌ند و درصد شنا 
نشان  مشابه  درمان‌های  آنجا که  از  افزایش میی‌ابد.  نيز  کردن 
با  از اختلالات عصبی -رفتاری  الگوی مداوم  می‌دهند که یک 
یک  نقره  که  نمود  بيان  مي‌توان  می‌آید،  وجود  به  نقره  تیمار 

تراتوژن عصبی -رفتاری است )4(.
مشخص  به‌خوبی  اضطرابی  رفتارهای  برای  هیپوکامپ  اهمیت 
شده است )8(. از طرفی آپوپتوز و تخریب نورونی نقش کلیدی 
بازی  مرکزی  عصبی  سیستم  بیماری‌های  انواع  از  بسیاری  در 
می‌کنند. به عبارت دیگر آپوپتوز منجر به کاهش تعداد نورون‌ها 

در هیپوکامپ و تخریب عملکرد اجرایی آن‌ها می‌گردد )11(.

نتیجه‌گیری دیگر ما بیشتر توسط این یافته‌ها به دست آمده است 
که  قرار گرفتن در معرض نوروتوکسین‌ها مانند فلزات سنگین، 
با اضطراب  رفتارهای مرتبط  افزایش اضطراب و عملکرد  باعث 
با  نتیجۀ مسمومیت  اینکه  دیگر  مهم  نکتۀ   .)17-19( می‌شود 
سم نقره منجر به فعالیت مسیرهای 5- هیدروکسی تریپتامین 

و تغییرات دايمی در اضطراب می‌شود )20(.
نهایت منجر به سمیت  بنابراین مرگ سلولی آپوپتوزی که در 
نورونی  باعث تخریب  عصبی پس سیناپسی می‌گردد، می‌تواند 
گردد )21(. بنابراین مطالعۀ حاضر نشان می‌دهد نانو ذرات نقره 
توانسته است  آپوپتوز  ایجاد  و  راه تخریب سلول‌های عصبی  از 
باعث ایجاد رفتارهای اضطرابی شود. مطالعه در مورد چگونگی 

این فرایندها نیاز به تحقیقات آینده دارد.
تشكر و قدرداني

مطالعۀ حاضر حاصل طرح تحقيقاتي دانشگاه آزاد اسلامی ‌واحد 
پرند بوده که با حمايت مالي این دانشگاه انجام گرديد.

7 Reactive oxygen species
8 Zebrafish
9 5-Hydroxytryptamine (5-HT)
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