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ات ارگانوفسفره بطور گســترده ای بـه عنـوان 
ورد استفاده قرار می گیرند. این ترکیبــات در 
 در مواجهه یا تماس با آنها هستند، خطرات و 
یجاد می کننــد. مـهار بـرگشـت نـاپذیرآنزیـم 

 مکانیسم اصلی سمیت با ارگانوفسفره ها بوده 

ــلال در عملکـرد اعضـای متعـددی در بـدن  که موجب اخت
جانداران می گردد (22،20). استفاده از سموم حشره کــش 
و علف کش کشاورزی از دیــر بـاز در اسـتان هـایی مـانند 
مازندران به علت وفور مزارع کشاورزی رواج داشته است. 

این ترکیبات در آب حل شده و ســپس مـزارع بـا ایـن آب  

 چکیده: 
ــتان هـایی مـانند  زمینه و هدف: استفاده از سموم ارگانوفسفره به عنوان حشره کش یا علف کش از دیر باز در اس
مازندران به علت وفور مزارع کشاورزی رواج داشته است. این سموم سرانجام در چرخه طبیعی حیات قرار گرفته و 
در نهایت در بدن حیوانات مانند ماهی تجمع یافته و از این طریق به بدن انســان مـی رسـند. پسـاب و فـاضلاب هـای 
ــاهی  شیمیائی نیز بطور مشابه به انسان منتقل می شوند این کار تحقیقی به منظور بررسی میزان جذب این سموم در م

سفید انجام شده است. 
روش مطالعه: بدیــن منظـور از روش رنـگ سـنجی المـن در سـنجش فعـالیت آنزیـم کولیـن استرازاسـتفاده شـد.  

نمونه های ماهی سفید، از سه منبع دریائی، پرورشی با آب چاه و پرورشــی بـا آب رود خانـه هـر یـک بـه تعـداد 8 
نمونه تهیه شدند. 

ــم بـر اسـاس فرمـول المـن بـه ترتیـب  نتایج: با محاسبه میانگین جذب قرائت شده از مغز ماهی ها، فعالیت این آنزی
ــز مـاهی محاسـبه  3/80، 1/38 و 0/22 میکرو مول استیل تیو کولین استراز هیدرولیز شده در دقیقه در هر گرم مغ
ــالیت ایـن آنزیـم  شد. بررسی های آماری توسط Student Newman Kelus test انجام شد. تفاوت معنی داری بین فع

 .(P<0/001) در ماهی های سفید دریائی، چاهی و رودخانه ای بدست آمد
ــه بالاسـت. در ایـن گـروه تمـاس بـا  نتیجه گیری: بخصوص میزان آلودگی در ماهی های پرورشی از آب رودخان
ــود. تجمـع فلـزات سـنگین در آب چـاه،  سموم ارگانوفسفره، فلزات سنگین و سایر سموم بالاتر از دو گروه دیگر ب

مکانیزم پیشنهادی در کاهش فعالیت این آنزیم در ماهی پرورشی با آب چاه می باشد. 
 

واژه های کلیدی: سموم کشاورزی، روش المن، کولین استراز، ماهی سفید. 
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آبیاری و یا سمپاشی می شود. بسیاری از این سموم پس 
از مصرف به طرق مختلف به منابع آب های سطحی راه 
پیدا مــی کننـد و از ایـن طریـق بـه موجـودات آبـزی از 
جملـه مـاهی هـا مـی رسـند. از آنجـا کـه اکـثر ســـموم 
کشاورزی مصرفی بر آنزیم کولین استراز تاثیر گذاشــته 
ــاهش فعـالیت آن مـی شـوند (4). در طـول  و موجب ک
ــن بـوده کـه بـا انـدازه گـیری  انجام این طرح قصد بر ای
فعـالیت ایـن آنزیــــم در مغـز مـــاهی ســفید از انــواع 
پرورشـی و دریـائی، کـاهش فعـالیت ایـن آنزیـم را بـــا 
ـــدازه گـیری کولیـن اسـتراز  یکدیگر مقایسه کنیم. انـــ
مغزی در ماهی یــک شـاخص حسـاس و قـابل قبـول از 
آلودگی رودخانه با سموم حشــره کـش ارگانوفسـفره و 
کـار بـا ماتـه مــــی باشـد (7،6). انـدازه گـیری کولیــن 
استراز مغزی 24 ساعت پس از تماس مــاهی بـا سـموم، 
کاهش فعالیت آنزیم را نشـــان خواهد داد. این کـاهش 
به طور اولیه و عمده در مغـــز رخ می دهــد (19). دوره 
ــک تمـاس کوتـاه  ریکاوری این آنزیم در مغز پس از ی
ــد کشـنده بـا حشـره کـش هـای ارگـانو  مدت و زیر ح

فسفره حدود یک ماه خواهد بود (18). 
         سطـح فعـالیت ایـن آنزیـم یــک شــاخص مــهم 
بیوشیمیائی و یک پارامتر حساس از برخـــورد با سـموم 
و یا حضور مواد سمی در بدن بوده (8) و به همین دلیـل 
ــاصی متعـددی بـرای تعییـن  روش های حساس و اختص
فعـالیت کولیـن اسـتراز گـزارش شـــده انــد ا ز جملــه: 
الکترومتری، pH stat، تینتو متری، رادیومــتری و رنـگ 
ـــت  سـنجی (15). امـا اسـتفاده روتیـن از آنهـــــا بـه عل
مشکلات در تهیه نمونــه، زمـان انـدازه گـیری طولانـی، 
اختصاصی نبــودن سوبسـترا بـه انـدازه کـافی و اختـلال 
توسـط محیـط نمونــــه امکـان پذیـر نمـی باشـد. روش 
رنـگ سـنجی المـن (12،10) عمومـــاً روش ارجــح در 

ارزیابی فعالیت این آنزیم می باشد (23).  
       در این پروژه نیز از متد المن استفاده شده است. در 

بسیاری از مقالات مطالعه شده به وضــوح بـه ایـن نکتـه 
اشاره شده اســت کـه فعـالیت کولیـن اسـتراز مغـزی در 
ــال آن در  معـرض آفـات نبـاتی و یـا متـابولیت هـای فع
ــاه (حـدود 24 سـاعت) تغیـیر یافتـه  فاصلـــه زمانی کوت
ــل در چـهارمین  است (11،6،5). کار مشابهی در سال قب
کنگره سم شناسی در ترکیه ارائه شد که بیومارکر هـای 
ــا در  تمـاس بـا عوامـل آلـوده کننـده در انـواع مـاهی ه
ـــرکیه انـدازه گـیری و گـزارش شـده  دریاچه ای در تــ
اسـت (16). مقـالاتی نـیز وجـود دارد کـه تـاثیر فلــزات 
ــه،  سنگین را بر فعالیت این آنزیم در انواع ماهی، قورباغ
مـار مـاهی گـزارش نمـوده انـد (13،8). انـدازه گـــیری 
ــم بـه شـکل ایـن ویـترو (in vitro) در  فعالیت این آنزی
گلبول قرمز انسان نیز قبلاً توسط نویسندگــان ایـن مقالـه 
به عنوان شــاخص تمـاس بـا فـــلزات سـنگین بـه چـاپ 
ــذب پوسـتی ایـن سـموم و کـاهش  رسیده است (3). ج
فعالیت این آنزیم در کارگران مزارع برنج شمال کشور 

نیز اخیراً در آزمایشگاه ما به اثبات رسیده است (1).  
        از آنجا کــه ردیـابی تمـامی سـموم علـف کـش و 
حشره کش، فلزات سنگین و سایر آلاینده های محیطی 
به تفکیک بسیار دشوار بوده و پر هزینه می باشد، هدف 
از انجام این تحقیق ارائه شاخصی مناسب، ســریع و کـم 
ــه عنـوان یـک منبـع  هزینه در بررسی سلامت ماهی ها ب
غذائی در زیستگاه آبی بوده است. اندازه گیری فعـالیت 
ــا طیـف وسـیعی از  کولین استراز مغزی نه تنها برخورد ب
سموم و آلاینده هــای محیطـی را نشـان مـی دهـد بلکـه 
امکان مقایسه بین سلامت دو گروه را نــیز امکـان پذیـر 

می نماید. 
 

مواد و روشها: 
مواد شیمیائی: 

         کلیـه مـواد مصرفـی شـامل دی سـدیم هیــدروژن 
فسفات دو آبه، پتاسیم دی هیدروژن فســفات، سـولفات 
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ــــس نیـــترو بـــنزوئیک،   کینیدیــن، اســید دی تیــو بی
استیل تیو کولین یداید، هیامین 1622 از شــرکت فلوکـا 
(سوئیس) خریداری شد. بــرای قرائـت مـیزان جـذب از 
 Shimadzu UV-mini 1240 ــتر دستگاه اسپکترو فتوم
استفاده شد. هموژنیزه کــردن نمونـه هـا نـیز بـه کمـک 

دستگاه Kika Eurostar  (آلمان) انجام پذیرفت. 
 

واکنشگر ها: 
 ،(0.1 mol / L, pH = 7.6) بافـر فسـفات          
واکنشگر DTNB (Dithiobis nitrobenzoic acid) و 
محلول سوبسترا همانند گزارشات قبلی تهیه شد (3،1). 

 
نمونه ها:  

         در ایـــــن روش تعـــــداد 8 عـــــــدد مـــــاهی 
ــــــــــان   ســــــــفید از خــــــــانواده کپــــــــور ماهی

(White fish, Rutilus frisi, Cyprinidae) از سه منبــع 

دریا (از سواحل دریای ساری)، پرورشی با آب چاه (از 
روستای محمد آباد از توابع روستای دودانگه ســاری) و 
ــل از  پرورشـی بـا آب رودخانـه (از روسـتای قاجـار خی
توابع میاندرود ساری) با محدوده وزنی1000-800 گرم 
ــه آزمایشـگاه سـم شناسـی دانشـکده  تهیه و بطور زنده ب
ــار،  داروسازی منتقل شدند. به جهت افزایش سهولت ک
هر ماهی به مدت پنج دقیقه در خــارج از آب قـرار داده 
شد. سپس سر ماهی از بدن جدا گردید. سر هر ماهی به 
ــز آن بـا نـهایت دقـت بـا سـرنگ  دو نیم بریده شد و مغ
کشیده شد. در این عمل، نهایت دقت انجام شد تا لختــه 
ــائی وارد محتویـات سـرنگ  خون، پوست و اعصاب بین
نگردد. مغز ماهی در داخل بشر کــوچـک از پیـش وزن 

شده ای ریخته و سپس وزن شــد. مغـز حـاصل ابتـدا در  
2 میلی لیتر بافر فسفات همــوژنـیزه گردیـده و سـپس بـا 
ــافر فسـفات رقیــق شـد تـا مجموعـه ای  مقدار مناسبی ب

شامـــل 20 میلی گرم بافت مغزی در هر میلی لیتر بافــر 

تهیه گردد. مخلوط مجدداً هموژنیزه و سرانجام با کاغذ 
ــه ترتیـب زیـر  صافی صاف شد. این مجموعه بلافاصله ب

در عملیات سنجش بکار برده شد (9).  
 

روش انجام مرحله سنجش فعــالیت آنزیـم اسـتیل 
کولین استراز: 

ــتر بـافر فسـفات، 0/4 میلـی لیـتر               به 2/6 میلی لی
ــه در  نمونـه تهیـه شـده در بـالا اضافـه شـد. جـذب نمون
 DTNB دستگاه صفر گردید. 100 میکرو لیتر واکنشگر
ــتگاه صفـر شـد.  اضافه شد و جذب نمونه مجدداً در دس
60 میکرولیتر محلول سوبسترا (محلول استیل تیو کولین 
یداید) اضافه شده و مجموعه بخوبی به هم زده شد. بعد 
از گذشت10 ثانیه، هر 15 ثانیه جذب مجموعه در طول 
موج 412 نــانومترخوانده شـد (قرائـت جـذب تـا 7 بـار 
انجام پذیرفت). این عمل برای هر نمونه ســه بـار تکـرار 
شده و در نهایت میــانگین ایـن اعـداد در بررسـی بکـار 
رفت. بدین ترتیب جذب برای تمامی 8 نمونـه در انـواع 
دریائی، پرورشی با آب چاه و پرورشی با آب رودخانــه 
انجام شد. سرعت واکنش (تغییر در جذب در دقیقه) بـر 
ــه بـا نقطـه گـذاری  اساس واحد تغییر در جذب در دقیق
جذب خوانده شده در مقابل زمان محاسبه شــد. بـر ایـن 
ــا اسـتفاده از ایـن فرمـول (فرمـول  اساس فعالیت آنزیم ب
 (9) R =574 × ∆ A/C :المن) قابل محاسبه خواهد بود
ـــم (ســرعت هیدرولــیز  جــــائی کـه R  فعـالیت آنزی
ـــافت مغــزی مــورد  سوبستــــرا)، C غلظـت اولیـــــه ب
ــذب در  اسـتفاده و A ∆ سـرعت واکنـش (تغیـیر در ج
دقیقه) می بـــاشد و از آنجـــا که غلظت اولیــــه مـا در 
تمامی طول مطالعه ثــابت نگـه داشـته شـــــد (20 میلـی 
ــن  گرم بافت مغزی در هر میلی لیتر بافر)، لذا فرمول الم
به صورت زیـــر ساده شد: R = 28.7 × ∆ A که واحد 
 R به صورت µM ASCh / hydrolyzed/ min/g  بـه 

دست آمـــد (9). بــــررسی هـــای آمــاری توســـط 
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Student Newman Kelus انجام شد. 

 
نتایج: 

ـــائی             میـانگین جـذب در مـاهی هـای سـفید دری
ــا آب چـاه 0/014±0/165 و  0/019±0/446، پرورشی ب
پرورشی با آب رودخانــه 0/002±0/022 بـدست آمـد. 
ــر آمـاری معنـی دار  تفاوت ها بین تمامی گروه ها از نظ
بود (P<0/001). فعــالیت ایـن آنزیـم بـر اسـاس فرمـول 
المن به ترتیب 3/80، 1/38 و 0/22 میکــرو مـول اسـتیل 
تیو کولین استراز هیدرولیز شــده در دقیقـه در هـر گـرم 
ــان 99/999  مغـز مـاهی محاسـبه شـد. در واقـع بـا اطمین
درصد می توان قضاوت نمود که فعالیت این آنزیــم در 
ــی بـا آب  مناطق دریائی و پرورشی با آب چاه و پرورش

رودخانه متفــاوت بـوده بـه صورتـی کـه مـاهی دریـائی  
سـالم تریـن مـاهی از نظـر مـیزان فعــالیت ایــن آنزیــم  

می باشد. 
 

بحث: 
ــاً روش ارجـح در           روش رنگ سنجی المن عموم
ارزیابی فعالیت آنزیم کولین استراز می باشد.گرچه این 
ـــال از  روش سـریع، سـاده و ارزان مـی باشـد بـا ایـن ح
ـــذب  مشـکلات انجـام ایـن روش در خـون، تداخـل ج
هموگلوبین با جــذب -TNB (آنیـون 3- کربوکسـی 4- 
نیترو بنزن تیولات) معرف رنگــی انـدازه گـیری اسـتیل 
کولین استراز (AChE) می باشد. برای حل ایـن مشـکل 
از مـوادی مـانند هیـامین اسـتفاده مـی شـود کـه جــذب 
معـرف رنگـی را بـه طـول مـوج بـالاتر انتقـال داده امــا 
چندان موجب افزایش طول مــوج جذبـی همـوگلوبیـن 
ــی فعـالیت ایـن آنزیـم در مغـز،  نمی شود (6). در بررس
ــرعت  چنین مشکلی وجود ندارد لذا از نظر سهولت و س
انجام سنجش، استفاده از مغز ماهی مناسب تــر از خـون 
می باشد. علاوه بر ایـن، فعـالیت ایـن آنزیـم در مغـز در 

زمان کوتاهی در تماس با سم کاهش یافته و تا یک ماه 
بعد نیز قابل بررسی می باشد (19،6،5). در ایــن بررسـی 
ــن اسـتراز در مغـز مـورد سـنجش قـرار  نیز فعالیت کولی
گرفتـه اسـت. ایـن فعـالیت بـه عنـــوان یــک عــامل در 
مونیتورینگ محیط پذیرفته شده اســت (21،17). نتـایج 
حـاصل از ایـن تحقیـق اختـــلاف زیــادی را در مــیزان 
فعالیت کولیــن اسـتراز مغـزی در گونـه هـای دریـائی و 
پرورشی نشان داد. فعالیت کولین استراز مغزی در ماهی 
ــوع  سـفید پرورشـی بـا آب رودخانـه 17 بـار کمـتر از ن
دریائی بود. آلودگی آب رودخانه با سموم کشــاورزی، 
پساب صنایع، فاضلاب هــای خـانگی و فلـزات سـنگین 
ــی توانـائی مـهار آنزیـم کولیـن  عواملی هستند که همگ

استراز را دارا می باشند. 
           فعالیت کولین استراز مغزی در ماهی های ســفید 
ــوع دریـائی  پرورشی با چاه تقریباً تنها 2/7 بار کمتر از ن
ــر مـی رسـد مـیزان آلـودگـی چـاه نسـبت بـه  بود. به نظ
ــد. بـا ایـن حـال تجمـع فلـزات  رودخانه بسیار کمتر باش
سنگین از جمله کادمیوم در آن می تواند به عنوان عامل 
ــاهش فعـالیت ایـن آنزیـم در نـوع پرورشـی  احتمالی ک
چاهی نسبت به دریائی در نظر گرفتــه شـود(2). از تـاثیر 
فلزات سنگین به عنوان یک علت بــرای ایجـاد بیمـاری 
ــایر اختـلالات حرکتـی در انسـان ذکـر  پارکینسون و س
شده است (14). در هر صورت ادامه مطالعات و بررسی 
میزان فلزات سنگین از قبیــل سـرب و کـادمیوم در آب 
چاه و مقایسه آن بــا دریـا ایـن فرضیـه را اثبـات خواهـد 
نمود. این تحقیق همچنین، سلامت بالاتر انواع پرورشی 

ـــان   بـا آب چـاه را نسـبت بـه پرورشـی رودخانـه ای نش
می دهــد. کـاهش معنـی دار آمـاری میـان فعـالیت ایـن 
ــی بـا آب رودخانـه بـا نـوع  آنزیم در ماهی های پرورش
ــترل و  دریائی (P<0/001) زنگ خطر جدی را برای کن
نظارت هر چه بیشتر در پرورش ماهی ها در استخر ها به 

صدا درآورده است. 
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پیشنهادات:  
          پیشنهاد می گــردد اسـتخر هـای پـرورش مـاهی 
ترجیحـاً از آب چـاه مشـروب شـده یـا حداقـل از نظــر 
مکانی در موقعیتی احداث شوند کــه پیـش از مشـروب 
شـدن مـــزارع کشــاورزی، امکــان بــهره وری از آب 
ــای  رودخانه میسر گردد. لذا پیشنهاد می گردد استخر ه

پرورش ماهی که از آب عبور کرده از مــزارع مشـروب  
می گردند، به نحو مقتضی اصلاح گردند. با ادامــه کار 
بر روی سنجش فعالیت این آنزیم در سایر جانــــداران 

 
ــم باشـند) نـیز شـاید بتـوان بـه  آبزی (که واجد این آنزی

الگوی مناسب و حساس تری نیز رسید. 
 

تشکر و قدردانی:  
            بدیـن وسـیله از معـاونت محـترم پژوهشـی دانشــگاه 
علوم پزشکی مازندران که با حمایت های مالی خــود، انجـام 

این طرح را امکان پذیر نموده اند، سپاسگزاری می گردد. 
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