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Investigating the effects of combined application of Copper Oxide
nanoparticles (CuO) and alfalfa (Medicago sativa) plant on the growth

parameters of Koi fish (Cyprinus carpio)
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Abstract. Nowadays, the entrance of nanoparticles into high seas has led to toxic effects on aquatic organisms. Copper
oxide nanoparticles is among the most widely used nanoparticles. The presence of these nanoparticles in the aquatic
environments cause new environmental problems, which indicate the necessity of the examination of the effects of
these nanoparticles on the aquatic organisms. The alfalfa plant has antioxidantive and regenerative effects due to its rich
content of proteins, vitamin C and flavonoids. In this study, 6 (5 experimental and a control) groups were designed. Koi
fish larvae were fed with biomar combined with various percentages of hay (0%, 10% and 20%) and were exposed to
copper oxide nanoparticles with two concentrations (0 mg and 200 mg) for 14 days. The average initial length of larvae
was 30.4 ± 0.01 mm, their average initial weight was 0.31 ± 0.05 and their age was around 20 dph. The specific growth
rate, weight gain, length gain, survival rate and feed conversion ratio were calculated for each group. The results
showed a significant higher growth rate in the groupstreated with 10% and 20% of alfalfa, as compared with the control
group. In addition, the Cu NPs-treated group with 0% alfalfa rations showed the lowest rate of growth, as compared
with the control group. Groups which were exposed to copper nanoparticles while receiving alfalfa-containing rations
had growth indices better than the group exposed to copper nanoparticles and fed with 0% alfalfa ration, which
indicated the antioxidant properties and growth-promoting effects of alfalfa.
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يغذاباmg/l200مقداربهسپس. گرفتقراریبررستحت
هاومیآکواردرونجهیپودرووماریبازیمخلوطبازینووماریب

. گرفتقراراستفادهمورد
ونجهیپودرهیته
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بهگرادیسانتدرجه45آوندرسپسودیخورشتابشمقابل
خشکازنانیاطمازپس. شدخشککاملاً ساعت48مدت

.شدندابیآسییهوايهااندامشدن،
یماهيغذاهیته

بهوابستهلاتیشسازماناز) يفرانسووماریب(یماههیپايغذا
مشهديزداروساهدانشکددروهیتهمشهديکشاورزجهاد

10يهانسبتباوماریبپودرباراونجهیپودرسپس. شدابیآس
اضافهآبآنبهوکردهمخلوطدرصد80به20ودرصد90به

ازراحاصلریخموشودحاصليریخممخلوطکیتاکرده
Erweka ARمدلیآلمانگرانولاتوردستگاه تادادهعبور400
بهسپسوشودهیتهیماهيغذاباونجهیبلغوريهاگرانول
تادادهقرارگراد سانتیدرجه 45آوندرساعت24مدت

داردربيهاظرفبهراآنشدن،خشکازپس. گرددخشک
قرارگراد سانتیدرجه–20زریفردروکردهمنتقلیکیپلاست
شودبازتاشدخارجزریفرازغذا،یماههیتغذازقبل. شدداده

)Zhu et al., 2012(.
هانمونههیتغذويبندگروه

. شددادهقرارومیآکوار6دریتصادفصورتبهیماهيلاروها
.بودیماهلارو12يداراگروههرریمومرگاحتمالاحتساببا

بدونوهیپايغذابایماهيلاروها: )Control(اولگروه
يروهالا:)Alfa10(دومگروه. شدندهیتغذیافزودنگونهچیه

درصد10وهیپايغذادرصد90ازمتشکليبلغوربایماه
بایماهيلاروها: )Alfa20(سومگروه. شدندهیتغذونجهیبرگ
ونجهیبرگدرصد20وهیپايغذادرصد80ازمتشکليبلغور
وهیپايغذابایماهيلاروها: )CuO(چهارمگروه.شدندهیتغذ

دیاکسنانوذراتازmg/l200تغلظویافزودنگونهچیهبدون
بایماهيلاروها): Alfa10Cu(پنجمگروه.شدندهیتغذمس
باهمراهونجهیبلغوردرصد10وهیپايغذادرصد90ازیبیترک

گروه. شدندهیتغذمسدیاکسنانوذراتازmg/l200غلظت
يغذادرصد80ازیبیترکبایماهيلاروها)Alfa20Cu(ششم

ازmg/l200غلظتباهمراهونجهیبرگدرصد20وهیپا
درصد5یغذادهمقدار.  شدندهیتغذمسدیاکسنانوذرات

نوبتدوروزهرش،یآزماهدورطولدر. بودبدنوزننیانگیم
Yanar(شدانجامیغذادهدستباعصروصبح et al., 2008.(
يومتریبمحاسباتیبررس

SGR) (Lin(یاختصاصرشدسرعتمحاسبه et al., 2012(.

SGR = 100 × (Ln Final weight – Ln Initial weight)
÷ total duration of experiment

FCR()Lin(ییغذالیتبدبیضر et al., 2012(.
FCR= feed given (dry weight) ÷ weight gain (wet
gain)

Lin(بقادرصد et al., 2012(.
Survival (%) = (final number of koi ÷ initial number
of koi) × 100

Lin(وزنشیافزا et al., 2012(.
Increase in weight = [(final wet weight - initial wet
weight)/initial wet weight]

LG()Ronyai(طولشیافزا et al., 1990(.
LG = TLf -TLi

TLi = طول اولیه ; TLf طول نهایی= ; طولشیافزا = LG

هادادهلیتحلوهیتجز
آزمونوSPSSافزارنرمازاستفادهبايآماريهایبررس

ANOVA one-wayمقایسهازپسmean ± SDنییتعيبرا
يبرا. شداستفادههاگروهدررشد) P>05/0(يداریمعنسطح
Excelافزارنرماززینهاشکلرسم .دیگردفادهاست2007

جینتا
هاماهیوزنجینتا

وزنهیاولنیانگیمدريداریمعنتفاوتشیآزمااولروزدر
.)1شکل(نشدمشاهدهشیآزماهايگروهازکدامچیهنیب

بهمربوطوزنشیافزانیشتریب،)dph34(چهاردهمروزدر
مقدارنیرتکمو) g1/0±67/0نیانگیمبا(Alfa20ماریتگروه
gنیانگیمبا(CuOنانوماریتگروهبهمربوطمعناداربطوروزن

بهمسباونجهیتوأمماریت). p<0.05(د بو) 03/0±40/0
نسبتاماشدمنجرمسدینانواکسگروهبهنسبتمعنادارادیازد
Alfa20و) g03/0±59/0نیانگیمبا(Alfa10هايگروهبه

گروهبهنسبتومعنادارکاهش) g1/0±67/0نیانگیمبا(
).2شکل()p<0.05(داشتمعنادارریغکاهشزینشاهد
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است.p<0.05در سطح احتمال داریمعنعدم وجود اختلاف انگریبکسانیحروف ). dph20()SD±Mean(شیآزمااولروزدر) g(هایماهوزنجینتا- 1شکل
Fig. 1. Body weight of fish (g) at the 1st day (20dph) of the study. Different letters indicate a significant difference at
the probability level of p <0.05.

است.p<0.05احتمالسطحدرداریمعناختلافوجودانگریبمتفاوتحروف). dph34()SD±Mean(شیآزماچهاردهمروزدر) g(هاماهیوزنجینتا- 2شکل
Fig. 2. Body weight of fish (g) at the 14th day (34dph) of the study. Different letters indicate a significant difference at
the probability level of p <0.05.

است.p<0.05دار در سطح احتمال یمعناختلافوجودعدمانگریبکسانیحروف ). dph34()SD±Mean(شیآزمااولروزدر) mm(هاماهیطولجینتا- 3شکل
Fig. 3. Body length of fish (mm) at the 1st day (20dph) of the study. Different letters indicate a significant difference at
the probability level of p <0.05.
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است.p<0.05دار در سطح احتمالیمعناختلافوجودانگریف متفاوت بوحر). dph34()SD±Mean(شیآزماچهاردهمروزدر) mm(هاماهیطولجیتان- 4شکل
Fig. 4. Body length of fish (mm) at the 14th day (34dph) of the study. Different letters indicate a significant difference at
the probability level of p <0.05.

.چهاردهمروزدرهاماهیطولشیافزاووزنشیافزادرصد،بقا،)FCR(ییغذالیتبدبیضر،) SGR(یاختصاصرشدسرعتجینتا-1جدول
Table 5. Specific Growth Rate (SGR), Feed Conversion Ratio (FCR), survival rate (%), Weight Gain (WG %) and
Length Gain (LG) at the day 14.

اولگروه
(کنترل)

دومگروه
Alfa10

سومگروه
Alfa20

چهارمگروه
CuO

پنجمگروه
Alfa10 Cu

ششمگروه
Alfa20 Cu

509633/1233/339/4180وزنشیدرصد افزا
mm(1/133/147/144/27/93/13(طولشیافزا

SGR(89/282/445/1105/25/281/4(یسرعت رشد اختصاص
FCR(81/122/111/126/2261/1(ییغذالیتبدبیضر

100100100100100100بقازانیم

هاماهیطولجینتا
نیانگیمنیبداري معنیتفاوت،)dph20(ماریتشروعروزدر
).3شکل(نشدمشاهدههاگروهازکدامچیهطول
نیانگیمبا(Alfa20ماریتگروه،)dph34(چهاردهمروزدر
mm11/0±58/4 (ماریتگروهوطولنیانگیمنیشتریبيدارا
Cuنیانگیمبا)mm08/0±25/3 (راطولنیانگیمنیکمتر

نسبتمعنادارادیازدبهمسباونجهیتوأمماریتيگروها. داشتند
شاهدگروهبهنسبترمعناداریغکاهشومسدینانواکسگروهبه

mm(نیانگیمباAlfa10Cuماریتروهگ. )p<0.05(شدمنجر

Alfa20وAlfa10ماریتهايگروهبهنسبت) 14/0±99/3

ماریتگروهکهیدرحال.)p<0.05(داشتداري معنیطولکاهش
Alfa20Cu)نیانگیمباg20/0±30/4 (هايگروهبهنسبت

.)4شکل(نداشتيمعنادارکاهششاهدوونجهیماریت

نیترشیب،شودیممشاهده1شمارهجدولدرکهطورهمان
رشدسرعتوبدنطولوزن،نیانگیمدرشیافزامقدار

ماریتدرآنازپسوAlfa20ماریتدرها،یماهیاختصاص
Alfa10گروهبهمربوطمقدارنیترکموداردوجودCuO

.است

بحث
مچهاردهروزدرکهاستیحاکپژوهشنیاازحاصلجینتا

درصد 20درصد و 10ونجهیکنندهافتیدرگروهمار،یت
. استداشتههاگروهریسابهرا نسبت يرشد بهتراتیخصوص
طولشیافزاووزنشیافزادرصد،یاختصاصرشدسرعت

پسومقدارنیشتریبدرصد20ونجهیکنندهافتیدردربیترتبه
کنندهفتدریاگروهدرصد،10ونجهیکنندهدریافتگروهآناز
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mg/Lمعرضدروهیپايغذادرصد80وونجهیدرصد20

گروهدرمقدارنیکمترومسدیاکسنانوذرات200
روز14ازپسبقادرصد. بودمسدیاکسنانوذراتکنندهدریافت

دینانواکسکهلیدلنیابه. بوددرصد100هاگروههمهدرماریت
یماهيبراپژوهشوقیتحقنیادررفتهکاربهغلظتدرمس

. نبودکشندهشدهاستفاده
باخوارعلفکپوریماههیتغذشددادهنشانمطالعه حاضردر

استداشتهگریداهانیگبهنسبتيبهتررشدندهیافزااثرونجهی
مرتبطونجهینیپروتئوفسفريمحتواباوزنشیافزانیاکه

Olvera-Novoa(است et al., شدهدادنشاننیهمچن).1990
رشدباعثکهاستیمناسبمقدارونجه،یدرصد15افزودنکه

ونجه،یدرصدافزودن. شودیمییغذااستفادهویماهقبولقابل
داشتهکنترلگروهباسهیمقادرهایماهرشدبریمعکوساثر

عنوانبهتواندیمونجهیکهشددادهنشانمطالعهنیادر. است
میرژدريسنتزآپواستريجابهیعیطبيدهایئکاروتنونیگزیجا
Yanar(رودکاربهشیگلدفیماهییغذا et al., در). 2008

کهشدثابتگرفتانجامکپوریماهيروبرکهيدیجدمطالعه
ییغذامیرژبهونجهیازگزانتوفیل-کنسانتره پروتئینافزودن

SGRویماهوزنوبدنطولشتریبشیافزاباعثکپور،یماه

Rechulicz(شودیم) یاختصاصرشدسرعت( et al., 2014.(
يغذابهونجهیافزودنفوق،مطالعاتباراستاهمپژوهشنیادر
کهاستشدهیماهرشداتیخصوصبهبودباعثیماههیپا

.شدمشاهدهونجهیدرصد20بارشداثرنیبهتر
کاهشمسدیاکسنانوذراتکنندهدریافتگروهدریطرفاز
کیتوکساثرازیناشتواند میاحتمالاًکهشدمشاهدهرشد

يهاسالدریمختلفيهاپژوهش. باشدمسدیاکسنانوذرات
سمیمکانمعمولاوداردمسنانوذراتتیسمازتیحکاریاخ

.استبودهویداتیاکسبیآسقیطرازمس،نانوذراتتیسم
اما. استنشدهناختهشهنوزنانوذراتعملکردیاصلسمیمکان

يهاگونهقادرندهاآنکهکنندیمشنهادیپمختلفمطالعات
میکلسغلظتيرونیبنابراوکننددیتول)ROS(ژنیاکسفعال
دررییتغجادیاویسیرونويفاکتورهاکردنفعالسلول،درون

يهاروشازROS.باشندداشتهنقشتوانندیمهانیتوکنیسا
يرهایمسباتداخل،DNAبهرساندنبیآسرینظیمختلف

بهتوانندیمها،ژنیسیرونورونددرراتییتغ،یسلولنگیگنالیس
Cristian(کنندواردبیآسهاسلول et al., مطالعات). 2008
بهقادرندکوچکیلیخنانوذراتکهاستدادهنشانمتعدد

کهندینماجادیارایکیزیفيهابیآسوشدهوارديتوکندریم
Singh(گرددیمویداتیاکساسترسبهمنجر et al., 2009.(

معرضدرقرارگرفتنکهشدمشخصگریدیمطالعاتدر
رایکیمتابولویکیولوژیزیفماتیتنظمسيبالايهاغلظت

يهاغلظتبامواجههدررشدکاهشنیهمچن. دهدیمرییتغ
درشعملکردکاهشنیاکهاستشدهمشاهدهمسمختلف
وییزداسمجهتبدنسازوسوختشیافزالیدلبهاحتمالاً

,.Abad-Rosales et al(افتدیماتفاقتعادلحفظ 2010;

Chen et al., گورخريروبر يگریدمطالعهدر. )2013
غلظتوnm100قطربامسدیاکسنانوذرهجوان،يهایماه

mg/l30،دادنشاندرشيهاشاخصيریگاندازهازحاصلجینتا
بهنسبتماریتگروهرشدکاهشباعثنانوذرهیمصرفدوزکه

ویکیپاتولوژستویهبیآسکهیحالدرشد،شاهدگروه
نشدمشاهدهریمومرگنیهمچنوهااندامریسادرییایمیوشیب
)Griffitt et al., 2009(.

دريریمومرگچیهجوان،کپوريروبريامطالعهدر
،10،50يهاغلظتدرnm80قطربامسنانوذراتبامواجهه

ماریروزت30طولدر،1000mg/lو100،200،300،500
استشدهمهاریتوجهقابلطوربهکپوررشدامانشد،مشاهده

)Zhao et al., 2011.(
يحاويغذاومسنانوذراتکهییهاگروهحاضر،مطالعهدر

هکنندافتیدرگروهبهنسبتيبهتررشداندکردهافتیدرراونجهی
رشدهندیافزااثروونجهییدانیاکسیآنتاثربه دلیلمسنانوذرات

يدیفلاونوئباتیترکتواند به میاتاین اثر؛اندداشتهاهیگنیا
)Stochmal & Oleszek 2007; Kowalska et al., 2007(،
Aنیتامیو) وندهمببافتونیکلاژنزاسدرمؤثر(فراوانCنیتامیو

) کلاژنیعرضيوندهایپشیافزا،یپوششبافتنموورشددرمؤثر(
م،یپتاسم،یزیمنم،یکلسلیقبازمختلفیمعدنعناصرنیز وجود و

ی،سلولمیتقسيبرانسبت داده شود کهمیسدويروفسفر،آهن،
رشددخیل دريهانیپروتئوDNAهسنتزکننديهامیآنزتیفعال

,Worthington & Breskin(لازم هستندبافتيبازسازونموو

1983; Potgieter, 2005(.
کیتوکساثراتکاهشروندبرتواندیمیدانیاکسیآنتاثرات

اهیگیدانیاکسیآنتتیخاصلیدلبهلذا. باشدمؤثرهاندهیآلا
نرخ)CuO(مسدینانواکسباتوأمونجهیيمارهایتدرونجهی

.شدمشاهدهمسدینانواکسباماریتگروهبهنسبتيشتریبرشد
بهبود(میترمباعثونجهییالکلهعصارکهاستهشددادهنشان

ازیناشتواند میکهشودیمخرگوشگوشدرغضروف) امیالت
& Rafiei(باشداهیگنیادرCنیتامیووجود Khayatzadeh,

موجوددانیاکسیتآنموادبهمربوطونجهیویداتیاکساثر. )2014
Chatzifotis(استدهایفلاونوئوCنیتامیومانندآندر et

al., 2006; Olvera-Novoa et al., 1990.(
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يریگجهینت
اثرازيریجلوگيبراتوانیممطالعهنیاجینتابهتوجهبا
همراهبهونجهیازها،آنلاروژهیوبههایماهبرنانوذراتیسم
بروزمانعوبودههاآنرشدندهیافزاتاکرداستفادهیهمايغذا
رشدویمحافطتاثرنیبهترج،ینتابراساس. شودآنهادرتیسم
يغذادرصد80وونجهیدرصد20ازمتشکليبلغوربایماه

.استآمدهدستبهیماههیپا

يسپاسگزار
شگاهیزماآکارشناسویقیتعودکترخانمزحماتازوسیلهنیبد
راماپژوهشنیادرکهبالانژاددکترويجانورنیتکوقاتیتحق

.گرددیمتشکر،کردندياری
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