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 چکیده

 

های کبدی و بیان ژن های خونی، آنزیمکشنده کلرید سرب بر شاخصاثرات تحت هدف از این تحقیق بررسی

 7 ±33/0هیان کپور با میانگین وزنیما بچهقطعه  80به این منظور در ماهی کپورمعمولی بود.  P450سیتوکروم 

ر لیتر( گرم بمیلی 25/0و  15/0، 05/0ثر )های مؤیک گروه شاهد در معرض غلظتتیمار و  3گرم تهیه و در 

صورت تصادفی انجام شد.  برداری به ر گرفتند و در انتهای دوره نمونهروز قرا 14مدت  به کشندهسمیت تحت

(. >05/0pداری نسبت به گروه شاهد کاهش یافت )صورت معنیبه ALTو  ASTنتایج نشان داد که میزان آنزیم 

-(. نتایج آزمایش خون>05/0pیش یافت )داری نسبت به گروه شاهد افزاصورت معنیبه ALPمیزان آنزیم 

-شناسی نشان داد که میزان گلبول سفید، هماتوکریت و هموگلوبین با افزایش غلظت کلریدسرب تغییر معنی

(. p>05/0داری نسبت به گروه شاهد نداشتند؛ ولی دارای روند ناچیز افزایشی نسبت به گروه شاهد بودند )

داری نسبت به گروه صورت معنیپروتئین کل و ایمونوگلوبولین سرم به قرمز، منوسیت،همچنین، میزان گلبول

ی نسبت به دارصورت معنی(. میزان لنفوسیت، بازوفیل و پروتئین کل موکوس به> p 05/0شاهد کاهش یافتند )

وند (. میزان لیزوزیم موکوس نسبت به گروه شاهد دارای ر>p 05/0داری را نشان داد ) گروه شاهد افزایش معنی

داری صورت معنی در کبد و آبشش به P450(. میزان بیان ژن p >05/0دار نبود )ناچیز کاهشی بود اگرچه که معنی

داری طور معنی به P450(. در این مطالعه بیان نسبی ژن سیتوکروم <05/0pنسبت به گروه شاهد افزایش یافت )

ی مشخص گردید که کلریدسرب دارای آثار مخربی بر کلطور به (>05/0pدر بافت کبد از بافت آبشش بالاتر بود )

 کبد ماهی کپورمعمولی است.

 :های کلیدی واژه 

P450ماهی کپورمعمولی، آسپارتات ترانس آمیناز،، آلانین ترانس آمیناز،، کلریدسرب، سیتوکروم           

 

 مقدمه | 1

ای همحیطی در اکوسیستمهای زيستترين نگرانیامروزه يکی از مهم

های آبی های مختلف در اکوسیستمآلاينده تأثیرآبی، ورود، انتشار و 

طور طبیعی از (. بسیاری از فلزات بهKar et al., 2008باشد. )می

ها در بقای های آبی هستند و تعدادی از آناجزای اصلی اکوسیستم

ها از حد که غلظت آن ات زنده نقش حیاتی دارند. اما درصورتیموجود

-فراتر برود، ممکن است باعث تغییر در روند طبیعی اکوسیستممعینی 

های آبی و عملکرد صحیح اجزای بدن آبزيان شود. از آنجايی که فلزات 

پذير نیستند، ماندگاری بیشتری در محیط داشته و با سنگین تجزيه

های غذايی از اهمیت جذب توسط موجودات آبزی و ورود به زنجیره

 ,.Turkmen et al., 2009; Demiark et alای برخوردارند )ويژه

-کلی بررسی میزان تجمع زيستی فلزات سنگین در بافتطور(. به2006

-آن بر فرايندهای زيستی و اندام تأثیرهای مختلف آبزيان و همچنین 

بینی عنوان شاخصی در پیشتواند بههای داخلی بدن موجود می

خصوص سرب به محیط به هاخطرات بالقوه ورود اين گونه از آلاينده

شیمیايی،  موثر باشد. همچنین شناخت اثرات اين فلز در سطوح بیو

تواند در تخمین شدت اثرات اين آلاينده بر کل فیزيولوژيک و بافتی می

کار آيد. بر جمعیت موجود در آينده در صورت تداوم وجود آلودگی به

زمن با های مهای متعدد در منابع علمی، مسمومیتاساس گزارش

فلزات سنگین در ماهیان موجب بروز اثراتی همچون کاهش رشد و 

شناسی،  تولیدمثل، اثرات هیستوپاتولوژيک، تغییرات فاکتورهای خون

گردد های مختلف ماهیان میضايعات تخم، جنین و لاروها در گونه

(Haux and Larrson 1984 James 1992 Kulkarini et al. 

2002 Metin 2001 Mikryakov and Lapirova 1997 

Mishra and Srivastava 1980 Singhal and Jain 1997 

Thophon et al. 2003هایگوارشی محلها، پوست و لوله(. آبشش 

 هایتواند در اندام(. سرب میAshraf, 2006) باشندجذب سرب می
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به کبد و کلیه بازگشته و با  فع، مجدداًداخلی پخش شود و برای د

زا و غیرضروری مانند مکانیسم ترشح دفع گردد. جذب فلزات مسمومیت

 گیردسرب راه اختصاصی نداشته و مشابه فلزات ضروری صورت می

(Hazel et al., 1970سلول .)های پلاسما در های خونی و پروتئین

 Sastry et al., 2003 Topuzoglu) انتقال سرب نقش اساسی دارند

et al., 2003های سمی طور مکرر در معرض غلظت(. ماهیانی که به

های متنوعی از مسمومیت با سرب را نشان گیرند نشانهسرب قرار می

ها، کاهش قدرت و ها عبارتنداز: انحنای ستون مهرهدهند. اين نشانهمی

ظت سرب توانايی شنا کردن، آتروفی عضلات، کاهش رشد و افزايش غل

در خون، استخوان، کبد، کلیه و کاهش میزان گلیکوژن در کبد، کلیه، 

 Esmaeeli., 2002 Antilla et al., 1996 Flawor) مغز و عضلات

et al., 2001 .) 

شیمیايی  گیری تغییرات فیزيولوژيک و بیوتوان با اندازهبنابراين، می

های استرس های کوتاهی ازهايی که در معرض دورهدر خون ماهی

منظور پیشهايی بهاند موجب پیشرفت روشکشنده قرار گرفتهتحت

ها بر تولیدمثل، رشد و يا حتی چگونگی تحمل بینی اثرات آلاينده

 ,.Rissodefaverney, 2001; Goodwin et al) استرس را ايجاد کرد

)تغییر در بیان، عملکرد و  در سطح مولکولی تغییرات ژنتیکی (.2003

عنوان تواند بهژنی( و تغییرات سطوح پروتئینی در موجودات می تنظیم

ويژه اگر مولکول مورد شاخص مواجهه با آلودگی در نظر گرفته شود؛ به

زدايی سلول باشد. بررسی قسمتی از مکانیسم دفاعی، ترمیمی و يا سم

باشند که نوعی هموپروتئین می P450های سیتوکروم از آن جمله، آنزيم

های ديگر نظیر آبشش، بالايی در کبد وجود دارند ولی در بافتدر سطح 

 Siroka and Drastichova, 2004کلیه و روده نیز گزارش شده اند )

Itakura, 2005های اکسايشی است که در فاز (. اين آنزيم جزء آنزيم

هايی ها توسط آلايندهشود. اين آنزيمها تولید میاول متابولیسم آلاينده

-های چربیشوند و پس از واکنش با آلايندهد بدن شده القاء میکه وار

ها در آب شده و سبب دفع دوست سبب افزايش حلالیت اين آلاينده

 به وابسته آنزيمهای فعالیت وسیله به پاسخ میزاند شون ها از بدن میآن

های مختلف آبزيان )عضله،  سیستم. مقدار جذب عناصر سنگین در بافت

تخمدان و آبشش( تفاوت داشته و با میزان قابلیت تجمع کبد، کلیه، 

زيستی فلز، شرايط فیزيولوژيک و عادات غذايی آبزی مرتبط است. 

(Cizdziel et al., 2003; Gilbertson and Carpenter, 2004.) 

 (PbCl2)کشنده کلريدسرب هدف از اين تحقیق بررسی اثرات تحت

در ماهی  P450یان ژن های کبدی و بهای خونی،آنزيمبر شاخص

های ترين گونهعنوان يکی از مهم( بهCyprinus Carpioکپورمعمولی )

آبی در کشور ايران و جهان با مطالعه تست سمیت سیستم پرورش گرم

حاد و بررسی اثرات اين آلاينده بر اين موجود پس از در معرض قرار 

 کشنده اين فلز بوده است. های تحتگرفتن با غلظت

 ها مواد و روش | 2
ماهیان کپورمعمولی  بچه تیماربندی ماهی کپورمعمولی با کلریدسرب:

گرم تهیه و در شرايطی با نور طبیعی و  7 ±33/0با میانگین وزنی 

صورت يک روز در میان، به مدت دو هفته جهت سازگاری تعويض آب به

 8در  طور کاملاً تصادفیماهیان به داری شدند. در شروع آزمايش بچهنگه

ماهی کپورمعمولی  قطعه بچه 20تانک تقسیم شدند. هر تانک شامل

 تأثیر داری نداشتند. ماهیان تحتشد که از نظر وزنی اختلاف معنیمی

-سه غلظت مختلف از محلول کلريدسرب قرار گرفتند و يک گروه نیز به

های تیمار و شاهد عنوان شاهد در نظر گرفته شد. برای هر کدام از گروه

 8تکرار در نظر گرفته شد. ساير شرايط هوادهی، دما، نور برای هر دو

سازی شد. غذادهی در کل دوره تا حد سیری انجام آکواريوم يکسان

 شد.می

بر اين اساس قبل از شروع  :LC50تعیین غلظت کشندگی حاد یا 

با بررسی  LC50های مشابه مقادير نزديک به آزمايش با بررسی غلظت

فاده شده کلريد سرب در گونه مشابه در منابع علمی دامنه های است

صورت انتخاب گرديد. روش انجام آزمايش غلظت کشندگی حاد به

 LC50(. برای انجام آزمايش Hedayati et al., 2013استاتیک بود )

کلريدسرب، ماهیان کپورمعمولی در چهار تیمار با دو تکرار )يک گروه 

-صورت تصادفی در آکواريومماهی( به عنوان شاهد و در هر تیمار پنجبه

-های پنجاه لیتری قرار گرفتند. با شروع آزمايش کشندگی حاد، هیچ

گونه تعويض آبی در مخازن آزمايش صورت نگرفت و غلظت سم نیز 

 تجديد نشد.

در طی آزمايش سعی  های فیزیکوشیمیایی آب:بررسی شاخص

ی شود. هوادهی در دارگرديد که شرايط فیزيکوشیمیايی آب يکسان نگه

ای که حداقل آشفتگی در آب ايجاد شود صورت ها به گونهتمامی تانک

گراد، درجه سانتی 19-21 (. دمای آبHedayati et al. 2013گرفت )

سختی  لیتر و گرم درمیلی 7-6، غلظت اکسیژن محلول 6/7-9/7اچپی

 گرم کربنات کلسیم در لیتر بود. میلی 210آب 

، مدت زمان OECDمطابق استاندارد اعلام شده  طراحی آزمایش:

ساعت بوده و میزان مرگ و میر در  96انجام آزمايش غلظت کشندگی 

 ,.Hedayati et alساعت ثبت شد ) 96و  72، 48، 24های زمان

، مرگ و میر 24(. تعداد مرگ و میر از زمان القاء سم تا ساعت 2013

اينکه (. باتوجه بهHedayati et al. 2013روز اول محسوب شد. )

لیتر آبگیری شده بود، برای تهیه غلظت مخزن  50ها با حجم آکواريوم

 Hedayati et al.استفاده شد ) M1V1=M2V2آزمايش از فرمول 

 LC50های تعیین شده مقادير (. پس از ثبت مرگ و میر در زمان2013

 Finney % مطابق دستورالعمل اصلاح يافته95با محدوده اطمینان 

 Probit با روش( Boudou and Ribeyre, 1997بودو و ريبیر ) توسط

Analysis افزار  در نرمSPSS-16 .محاسبه شد 

با رگرسیون  LC50پس از محاسبه  آزمایش سمیت تحت حاد:

گرم بر لیتر  میلی 9/0، میزان سمیت کشنده SPSS-16پروبیت در 

شد.   انجامکشنده محاسبه شده و بر آن اساس، آزمايش سمیت تحت

 80 آکواريوم 8صورت تصادفی در قطعه ماهی کپورمعمولی به 160

(، 0شاهد ) گروه شامل: گروه 4لیتر در  50لیتری با حجم آبگیری 

گرم بر ( میلی25/0( و تیمار سه )15/0(، تیمار دو )05/0تیمار يک )

کشنده بر کلريدسرب قرار گرفتند. آزمايش سمیت تحت LC50لیتر 

آب در صورت تجديدپذير بود و تعويض ايش کشندگی حاد بهخلاف آزم

دهی غذا ساعت قبل از شروع آزمايش 24 شد.مخازن آزمايش انجام می
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طور منظم انجام ها روزانه بررسی و هوادهی به متوقف شد. شرايط تیمار

دهی موقتا قطع و سپس مجددا برقرار  دهی، هوا های غذاشد. در نوبت

محلول با  اس( و اکسیژناچ متر )مدل تیاچ با دستگاه پیشد. پیمی

طور روزانه ( به5510-اوگیری اکسیژن )مدل دیدستگاه ديجیتال اندازه

، 7/9-6/7اچ گراد، پیدرجه سانتی 21-19گیری شد. دمای آب اندازه

-میلی 250آب   گرم درلیتر و سختیمیلی 7-6غلظت اکسیژن محلول 

 در لیتر بود.  کلسیم گرم کربنات 

ساعت  24مدت  گیری بهخون تغذيه ماهیان قبل از گیری:خون

های خونی در انتهای دوره آزمايش منظور بررسی شاخصمتوقف شد. به

صورت تصادفی انتخاب و در داخل ماهی به عدد بچه 3از هر تکرار تعداد

گرم به ازای هر لیتر آب( میلی 350محلول پودر گل میخک )غلظت 

هپارينه، از  ml 2قرار داده شد و پس از بیهوشی با استفاده از سرنگ 

در  rpm 10000 های خون با دورگرفت. نمونهساقه دمی صورت می

دقیقه در سه مرحله سانتريفیوژ  15مدت  گراد بهدرجه سانتی 4دمای 

های سپس شاخص شدند فاز رويی برداشته و به تیوپ انتقال داده شد.

های مخصوص و سنجی و با استفاده از کیتخونی به روش کدورت

های ه اسپکتروفتومتر انجام شد و همزمان نسبت به تهیه گسترشدستگا

(، گلبول قرمز WBCخونی اقدام گرديد و میزان گلبول سفید )

(RBC هماتوکريت، هموگلوبین، مونوسیت، لنفوسیت و بازوفیل ،)

 ;Sudagara et al., 2009; Khajeh et al., 2010تعیین گرديد )

Nazerian et al., 2013.) 

منظور بررسی بیان ژن به ری بافت جهت مطالعات بیان ژن:گی نمونه

P450ها پس از صید با استفاده از گل میخک بیهوش و کشته ، ماهی

منظور بررسی سطوح بیان ژن ها بهشدند و بلافاصله کبد و آبشش آن

P450 80سرعت جدا و در ازت مايع قرار گرفت و سپس در فريزر به- 
 14تکرار در روز  3گیری با گرديد. نمونه داریگراد نگهدرجه سانتی

میلی 50از  RNAگیری، استخراج انجام گرفت و پس از اتمام کار نمونه

 RNX- Plusگرم نمونه بافت کبد، آبشش با استفاده از کیت استخراج 

با  cDNAسنتز  انجام شد.بر اساس پروتوکل پیشنهاديه شرکت سازنده 

شرکت جینت بايو محصول کشور  cDNAاستفاده از مسترمیکس سنتز 

 Real time PCRکره و طبق دستورالعمل آن انجام شد. قبل از انجام 

باندهای تشکیل شده  شدن از درستی آغازگرها و اندازهبرای مطمئن 

 cDNA ،PCRها و همچنین آزمايش نمودن محصولات حاصل از آن

رقیق  cDNAنمونه  µl 2ها بر اساس پروتکل انجام شد )معمولی نمونه

رونده، آغازگر پس µl 1رونده، آغازگر پیش µl 1، 10به  1شده با نسبت 

µl 3  ،آب استريل عاری از نوکلئازµl 5  ترکیب مسترمیکس مخصوص

PCR( .)Miandare et al., 2013) . 

آغازگرهای مورد استفاده در اين آزمايش از مطالعه طراحی آغازگر: 

افزار بايو (  و با نرمNamroodi et al., 2018و همکاران )نمرودی 

های موجود در بانک ژن آزموده شدند و با اديت با استفاده از توالی

دست آمد. بهترين دما برای تکثیر به PCRآزمايش کردن در دستگاه 

 نشان داده شده است. 1مشخصات آغازگرهای مورد استفاده در جدول 
 

 کلریدسرب. تأثیر در ماهی کپورمعمولی تحت P450بیان  بررسی در استفاده مورد مرهایپرای مشخصات -1جدول 
 کارايی پرايمر)%( (bp)اندازه محصول (′3-′5) پرايمر NCBIشماره دسترسی در  ژن

P450 AB048939.1 F:GCTGAGAGAAAAGATCGGAATGGA 136 96 

R: AGACGTACAGTGAGGAATGGTGA 

Beta actine M24113.1 F: TCTTGGGTATGGAGTCTTGCG 137 95 

R: GTCAGCAATGCCAGGGTACA 

 
های مخصوص و در تیوپ ارزيابی بیان ژن: Real time PCRانجام 

تکرار تکنیکی برای هر تیمار صورت گرفت که محتويات هر تیوپ  4در 

 تنظیم شد.میکرولیتر  20به مقدار 

فاده از منحنی رفته با استکار های بهارزیابی عملکرد آغازگر

، Real time PCRمنظور اطمینان از بهینه بودن شرايط به استاندارد:

( از 200/1و  100/1، 50/1، 20/1، 10/1های مختلف )سری غلظت

مخلوط از تیمارهای متفاوت هر پلت تهیه و با هر  cDNAهای ¬نمونه

شدند و جهت تخمین تکرار تکثیر  4دو آغازگر هدف و رفرنس در 

ترسیم  پذيری آزمايش برای هر آغازگر منحنی استانداردو تکراريی آکار

 (.Ramakers et al. 2003يی برای هر آغازگر ارزيابی شد )آو کار

 اين تحقیق در قالب طرح کاملاًها: تجزیه تحلیل آماری داده

با استفاده از  P450دست آمده برای ژن به Ctتصادفی انجام گرديد. 

( در فضای نرم افزار اکسل تبديل Pfaffl et al., 2002) ΔΔct2–فرمول 

نظر نسبت به ژن رفرنس بتا اکتین گرديد. های موردبه بیان نسبی ژن

چنین رسم شد. هم 2010نمودار نهايی  با استفاده از نرم افزار اکسل 

ها با استفاده از آزمون کلموگراف اسمیرنف و همگن نرمال بودن داده

( بررسی گرديد. پس از Leveneآزمون لون ) ها بابودن واريانس داده

ها از ها، اختلاف بین تیمارتعیین محقق بودن شرط نرمال بودن داده

و اختلاف  One-way-ANOVAطريق آنالیز واريانس يک طرفه 

و با  05/0داری ها از طريق تست دانکن در سطح معنیمیانگین داده

 بررسی گرديد. SPSS-16استفاده از نرم افزار 

 نتایج | 3
آسپارتات آمینو ، کلریدسرب تأثیر تحتهای کبدی میزان آنزیم

کشنده کلريدسرب بر سطوح مختلف تحت تأثیر (:AST) ترانسفراز

 1شکل در ماهی کپورمعمولی در  میزان آنزيم آسپارتات آمینو ترانسفراز

گردد میزان آنزيم آسپارتات آمینو طور که مشاهده میآمده است. همان

داری صورت معنیکشنده بههای تحتفراز با افزايش میزان غلظتترانس

(. بیشترين مقدار آنزيم در >05/0pنسبت به گروه شاهد کاهش يافت )

و کمترين آن در لیتر گرم بر میلیمیلی 85/192ر گروه شاهد با مقدا

مشاهده شد. لیترگرم بر میلیمیلی 07/78دار ( با مق15/0) 2تیمار 
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کشنده سطوح مختلف تحت تأثیر (:ALPآلکالین فسفاتاز )

سفاتاز در ماهی کپورمعمولی در ن فکلريدسرب بر میزان آنزيم آلکالی

مشاهده می گردد که میزان  3آمده است. با توجه به شکل  3شکل 

صورت کشنده بههای تحتآنزيم آلکالین فسفاتاز با افزايش میزان غلظت

(. >05/0pداری نسبت به گروه شاهد روند افزايشی داشت )معنی

اهشی نشان های مختلف کلريدسرب روند يکنواخت افزايشی يا کغلظت

نداد اما در مجموع بالاترين غلظت سرب منجر به حضور بالاترين میزان 

ALP است. سرم شده 

کشنده سطوح مختلف تحت تأثیر (:ALT) آلانین آمینو ترانسفراز 

پورمعمولی کلريدسرب بر میزان آنزيم آلانین آمینو ترانسفراز در ماهی ک

نزيم آلانین آمینو توجه به شکل، میزان آآمده است. با 2در شکل 

داری صورت معنیکشنده بههای تحتترانسفراز با افزايش میزان غلظت

جز تیمار شاهد در بقیه  ه(. ب>05/0pنسبت به گروه شاهد کاهش يافت )

روند ناچیز افزايشی  ALTها با افزايش غلظت کلريدسرب میزان تیمار

 داشته است.

  سفید گلبول، دسربسم کلری تأثیر میزان پارامترهای خونی تحت

-کشنده کلريدسطوح مختلف تحت تأثیر سم کلریدسرب: تأثیر تحت

 4شکل سفید خون در ماهی کپورمعمولی در  سرب بر میزان گلبول

است. سطوح مختلف کلريدسرب بر میزان گلبول سفید نشان داده شده 

(. میزان p>05/0داری نداشت )معنی تأثیرخون ماهی کپورمعمولی 

جز تیمار شاهد، روند ناچیز افزايشی  د در تمامی تیمارها بهگلبول سفی

 داشت.

سطوح مختلف  تأثیر سم کلریدسرب: تأثیر قرمز تحت میزان گلبول

کشنده کلريدسرب بر میزان گلبول قرمز خون در ماهی تحت

مشاهده  5شکل طور که در آمده است. همان 5کپورمعمولی در شکل 

ر میزان گلبول قرمز خون ماهی شود سطوح مختلف کلريدسرب بمی

های مختلف (. غلظتp<05/0داری داشت )معنی تأثیرکپورمعمولی 

کلريدسرب روند يکنواخت افزايشی يا کاهشی نشان نداد؛ اما در مجموع 

 نسبت به تیمار شاهد روند ناچیز کاهشی داشت.

سطوح مختلف  تأثیر سم کلریدسرب: تأثیر میزان هماتوکریت تحت

کلريدسرب بر میزان هماتوکريت در ماهی کپورمعمولی در کشنده تحت

، سطوح مختلف کلريدسرب 6آورده شده است. باتوجه به شکل 6شکل 

جز تیمار  (. بهp>05/0داری نداشت )معنی تأثیربر میزان هماتوکريت 

تمامی تیمارها با افزايش غلظت کلريدسرب، میزان هماتوکريت  شاهد در

 افزايش يافت.

سطوح  تأثیر سم کلریدسرب: تأثیر سیت خون تحتمیزان لنفو

کشنده کلريدسرب بر میزان لنفوسیت در ماهی مختلف تحت

مشاهده گرديد  7آمده است. با توجه به شکل  7شکل کپورمعمولی در 

کشنده کلريدسرب های تحتکه میزان لنفوسیت با افزايش میزان غلظت

(. p<05/0يافت )داری نسبت به گروه شاهد افزايش صورت معنیبه

های مختلف کلريدسرب روند يکنواخت افزايشی را از گروه شاهد غلظت

 نشان داد. 3به سمت تیمار 

طور که در شکل همان سم کلریدسرب: تأثیر میزان مونوسیت تحت

-های تحتشود میزان مونوسیت با افزايش میزان غلظتمشاهده می 8

د کاهش يافت داری نسبت به گروه شاهصورت معنیکشنده به

(05/0>pبه .) ها با افزايش غلظت جز تیمار شاهد در ساير تیمار

 کلريدسرب میزان مونوسیت کاهش يافت.

 9باتوجه به شکل  تأثیر سم کلریدسرب: میزان بازوفیل تحت

گردد که سطوح مختلف سم کلريدسرب بر میزان بازوفیل مشاهده می

و   2یزان آن در تیمار (. بیشترين مp<05/0داری داشت )تأثیر معنی

های مختلف کلريدسرب مشاهده شد. غلظت  1کمترين میزان در تیمار 

 روند يکنواخت افزايشی يا کاهشی نشان نداد.

تأثیر سطوح مختلف  تأثیر سم کلریدسرب: میزان هموگلوبین تحت

کشنده کلريدسرب بر میزان هموگلوبین در ماهی کپورمعمولی در تحت

، سطوح مختلف 10شده است. باتوجه به شکل نشان داده  10شکل 

. (p>05/0داری نداشت )کلريدسرب بر میزان هموگلوبین تأثیر معنی

ها، با افزايش غلظت کلريدسرب میزان جز تیمار شاهد در ساير تیمار به

  هموگلوبین روند ناچیز افزايشی داشت.

تأثیر ، های بیوشیمیایی سرم و موکوستأثیر کلریدسرب بر شاخص

-تأثیر سطوح مختلف تحت کلریدسرب بر میزان ایمونوگلوبولین سرم:

در ماهی کپورمعمولی در  کشنده کلريدسرب بر میزان ايمونوگلوبولین

، سطوح مختلف سم 11آورده شده است. براساس شکل  11شکل 

(. p<05/0داری داشت )تأثیر معنی کلريدسرب بر میزان ايمونوگلوبولین

 1در تیمار شاهد و تیمار  ترتیب ن آن بهبیشترين و کمترين میزا

های مختلف کلريدسرب روند يکنواخت افزايشی يا مشاهده شد. غلظت

 کاهشی نشان نداد.
تأثیر سطوح  تأثیر کلریدسرب بر میزان پروتئین محلول سرم:

کشنده کلريدسرب بر میزان پروتئین محلول در ماهی مختلف تحت

، میزان 12ا توجه به شکل آمده است. ب 12کپورمعمولی در شکل 

صورت کشنده کلريدسرب بههای تحتپروتئین محلول با افزايش غلظت

(. بیشترين p<05/0داری نسبت به گروه شاهد کاهش يافت )معنی

میزان پروتئین محلول در تیمار شاهد و کمترين میزان پروتئین محلول 

تیمار شاهد های کلريدسرب از مشاهده شد. با افزايش غلظت 3در تیمار 

 روند کاهشی مشاهده شد. 3تا تیمار 
-تأثیر سطوح مختلف تحت تأثیر کلریدسرب بر لیزوزیم موکوس:

 13کشنده کلريدسرب بر میزان لیزوزيم در ماهی کپورمعمولی در شکل 

مشخص می گردد، سطوح  13آورده شده است. همان طور که از شکل 

داری نداشت یمختلف کلريدسرب بر میزان لیزوزيم تأثیر معن

(05/0<p بجز تیمار .)ها با افزايش غلظت کلريدسرب در ساير تیمار 3

 میزان لیزوزيم روند ناچیز کاهشی داشت.
تأثیر سطوح  تأثیر کلریدسرب بر میزان پروتئین کل موکوس:

کشنده کلريدسرب بر میزان پروتئین کل موکوس در ماهی مختلف تحت

، 14شده است. با توجه به شکل نشان داده  14کپورمعمولی در شکل 

داری سطوح مختلف سم کلريدسرب بر میزان پروتئین کل تأثیر معنی

(. بیشترين میزان پروتئین کل در تیمار شاهد و p<05/0داشت )

مشاهده شد. بجز تیمار شاهد در ساير  1کمترين میزان آن در تیمار 

کوس ها با افزايش غلظت کلريدسرب میزان پروتئین کل موتیمار

های مختلف کلريدسرب روند يکنواخت افزايشی ياافزايش يافت. غلظت
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 68       |                                                                                                                                ... ،های کبدی های خونی،آنزیمبر شاخص (PbCl2)کشنده کلریدسرب بررسی اثرات تحت

 

جز  هکاهشی نشان نداد اما، در مجموع بالاترين غلظت کلريد سرب )ب

 تیمار شاهد( منجر به بالاترين میزان پروتئین کل موکوس شد.

تأثیر سطوح  تأثیر کلریدسرب در کبد: تحت P450میزان بیان ژن 

ماهی در کبد  P450کشنده کلريدسرب بر میزان بیان ژن مختلف تحت

، میزان بیان 15آمده است. با توجه به شکل  15کپورمعمولی در شکل 

داری صورت معنیکشنده بههای تحتبا افزايش میزان غلظت P450ژن 

 (. >05/0pنسبت به گروه شاهد افزايش يافت )

تأثیر سطوح  تأثیر کلریدسرب در آبشش: تحت P450میزان بیان ژن 

در آبشش  P450زان بیان ژن کشنده کلريدسرب بر میمختلف تحت

، 16گردد. با توجه به شکل مشاهده می 16ماهی کپورمعمولی در شکل 

کشنده در تیمار های تحتبا افزايش میزان غلظت P450میزان بیان ژن 

 (.>05/0pداری نسبت به گروه شاهد افزايش يافت )صورت معنیبه 1

 

 
لیتر( در ماهی گرم بر میلیکشنده کلریدسرب بر میزان آنزیم آسپارتات آمینو ترانسفراز )میلیمختلف حتسطوح  تأثیر -1شکل 

 (.>05/0p) باشددار در بین تیمارها میدهنده اختلاف معنیکپورمعمولی. حروف انگلیسی غیر مشترک بالای هر ستون، نشان

 

لیتر( در ماهی گرم در میلی)میلی کشنده کلریدسرب بر میزان آنزیم آلانین آمینو ترانسفرازتحتسطوح مختلف  تأثیر -2شکل

 (.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده وجود اختلاف  معنیکپورمعمولی. حروف انگلیسی غیر مشترک بالای هر ستون، نشان

 
لیتر( در ماهی گرم در میلین آنزیم آلکالین فسفاتاز )میلیکشنده کلریدسرب بر میزاسطوح مختلف تحت تأثیر -3شکل

 (.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده وجود اختلاف معنیکپورمعمولی. حروف انگلیسی غیر مشترک بالای هر ستون، نشان
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گرم بر لیتر( در ماهی کپورمعمولی. سفید خون )میلیکشنده کلریدسرب بر میزان گلبولتسأثیر سطوح مختلف تحت -4شکل 

 (.<05/0pباشد )دار در بین تیمارها میده عدم وجود اختلاف معنیدهنحروف انگلیسی مشترک بالای هر ستون، نشان
 

 
در ماهی کپورمعمولی.  گرم بر لیتر(کشنده کلریدسرب بر میزان گلبول قرمز خون )میلیسطوح مختلف تحت تأثیر -5شکل

 (.>05/0pباشد )در بین تیمارها می داردهنده وجود اختلاف معنیحروف انگلیسی غیر مشترک بالای هر ستون، نشان
 

 
در ماهی کپورمعمولی.  گرم بر لیتر(کشنده کلریدسرب بر میزان هماتوکریت خون )میلیسطوح مختلف تحت تأثیر( 6شکل

 (.<05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده عدم وجود اختلاف معنیحروف انگلیسی مشترک بالای هر ستون، نشان

 

 
در ماهی کپورمعمولی.  گرم بر لیتر(کشنده کلریدسرب بر میزان لنفوسیت خون )میلیسطوح مختلف تحت تأثیر( 7شکل

 (.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده وجود اختلاف معنیحروف انگلیسی غیر مشترک بالای هر ستون نشان
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در ماهی کپورمعمولی.  گرم بر لیتر(کشنده کلریدسرب بر میزان مونوسیت )میلیسطوح مختلف تحت تأثیر -8شکل 

 (.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده وجود اختلاف معنیسی غیر مشترک بالای هر ستون، نشانحروف انگلی

 
در ماهی کپورمعمولی.  گرم بر لیتر(کشنده کلریدسرب بر میزان بازوفیل )میلیسطوح مختلف تحت تأثیر -9شکل 

 (.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها مینیدهنده وجود اختلاف معحروف انگلیسی غیر مشترک بالای هر ستون نشان

 
در ماهی کپورمعمولی.  گرم بر لیتر(کشنده کلریدسرب بر میزان هموگلوبین )میلیسطوح مختلف تحت تأثیر -10شکل 

 .(<05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده عدم وجود اختلاف معنیحروف انگلیسی مشترک بالای هر ستون نشان
 

 
در ماهی کپورمعمولی.  گرم بر لیتر(کشنده کلریدسرب بر میزان ایمونوگلوبولین )میلیتأثیر سطوح مختلف تحت -11شکل 

 (.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده وجود اختلاف معنیحروف انگلیسی غیر مشترک بالای هر ستون، نشان
 

 
در ماهی کپورمعمولی.  گرم بر لیتر(ان پروتئین محلول سرم )میلیکشنده کلریدسرب بر میزتأثیر سطوح مختلف تحت -12شکل 

 (.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده وجود اختلاف معنیحروف انگلیسی غیر مشترک بالای هر ستون، نشان
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در ماهی کپورمعمولی.  گرم بر لیتر(کشنده کلریدسرب بر میزان لیزوزیم )میلیتأثیر سطوح مختلف تحت -13شکل 

 (.<05/0pباشد )داری در بین تیمارها میمعنیدهنده عدم وجود اختلاف حروف انگلیسی مشترک بالای هر ستون، نشان

 
در ماهی  گرم بر میلی لیتر(کشنده کلریدسرب بر میزان پروتئین کل موکوس )میلیسطوح مختلف تحت تأثیر -14شکل 

 (.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده وجود اختلاف معنیکپورمعمولی. حروف انگلیسی غیر مشترک بالای هر ستون، نشان
 

 
در کبد ماهی کپورمعمولی. حروف  P450کشنده کلریدسرب بر میزان بیان ژن سطوح مختلف تحت تأثیر -15شکل 

 (.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده  وجود اختلاف معنیانگلیسی غیرمشترک بالای هر ستون، نشان
 

 
در آبشش ماهی کپورمعمولی. حروف  P450زان بیان ژن کشنده کلریدسرب بر میسطوح مختلف تحت تأثیر -16شکل 

(.>05/0pباشد )دار در بین تیمارها میدهنده وجود اختلاف معنیانگلیسی غیرمشترک بالای هر ستون، نشان

 

 گیری بحث و نتیجه | 4 
در مطالعه حاضر نتايج نشان داد که پس از مواجهه کپورمعمولی با سم 

زمان چهارده روز از آزمايش، دو آنزيم کلريدسرب و با گذشت مدت 

AST  وALT داری نسبت به گروه شاهد کاهش يافتند صورت معنیبه

داری نسبت به گروه شاهد با افزايش صورت معنیبه ALPو آنزيم 

نام آمینو ترانسفرازها با  ها بهز آنزيمغلظت، افزايش يافته است. نوعی ا

انتقال يک گروه آمین از يک مولکول دهنده به يک مولکول گیرنده 

شوند ها میهای شیمیايی در سلولموجب سرعت بخشیدن واکنش

(Bacanskas et al., 2004 Gravato et al., 2006 Levesque et 

al., 2002را در  ها و ديگر موجودات نقش مهمیها در ماهی(. اين آنزيم

ها کنند و از اين آنزيمها و آمینواسیدها بازی میمتابولیسم کربوهیدرات

های دريايی آلوده به عنوان يک شاخص بسیار خوب در محیطتوان بهمی

فلزات سنگین استفاده نمود. بايد توجه نمود تنوع در میزان پاسخ 
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مدت زمان در  ترانسمینازها را در مطالعات مختلف به نوع و غلظت فلز و

 Atrosh etر فلز نسبت داده شده است )قرارگیری موجود در براب معرض

al., 2000 Rajamanickam and Muthuswamy, 2008 Zikic 

et al., 2001های قرمز خون نیز وجود ها در سلولگونه از آنزيم(. اين

دارند و تغییرات ايجاد شده در میزان جريان خون پس از قرار گرفتن 

گونه از افزايش فعالیت اينتواند منجر به ها میموجود در معرض آلودگی

(. تغییر مقدار و فعالیت آنزيم Haschek et al., 2010ها شود )آنزيم

تواند با فاصله زمانی مختلف از شروع آلودگی رخ دهد و گاهی می

چندين روز تا چندين هفته بین القای آلودگی و تغییر در پیک آنزيمی 

ق حاضر تغییرات در (. در تحقیKumar et al., 2005وقفه ايجاد شود )

عنوان شاخصی در پلاسمای خون به ASTو  ALTهای فعالیت آنزيم

ها استفاده شد. اين دو در اختلالات بافتی ايجاد شده توسط استرس

های قلبی و بافتهای انتقال آمین در کبد، سلولآنزيم اغلب در واکنش

توان (. بنابراين میShalaby., 2007ای دخالت دارند )های ماهیچه

احتمال داد که کاهش ايجاد شده در فعالیت اين دو آنزيم در مطالعه 

های ايجاد شده در اثر کلريدسرب به بافت دلیل آسیبحاضر احتمالاً به

کبد و کلیه استرس ماهی باشد. نتايج مطالعه حاضر هم سو با نتايج 

 تر در ارتباط باداران عالیساير تحقیقات روی ساير ماهیان و مهره

در مواجهه با سم  ASTو  ALTهای افزايش سطوح پلاسمايی آنزيم

 ( ,.Shalaby 2007کادمیم بود )

های فسفاتازی از جمله آلکالین فسفاتاز در مطالعات بالینی و آنزيم

شناسی بسیار کاربرد دارند. در مطالعات اکوتوکسیکولوژی اين سم

کار روند، چون هعنوان نشانگر القاء سمیت بتوانند بهها میآنزيم

دار در فعالیت اين حساسیت بالايی به ترکیبات فلزی دارند و تأثیر معنی

ها در زمان تخريب سلولی پس از قرارگیری موجود با انواع آنزيم

 Baghshani andمختلفی از فلزات سنگین به اثبات رسیده است )

Shahsavani, 2013(;Nunes, 2011; Khandan barani and 

Miri, 2017).  همچنین اين آنزيم در هیدرولیز ترکیبات فسفاته نقش

 ,.Haschek et alکنند )عنوان ترانس فسفوريلاز عمل میداشته و به

(. افزايش آلکالین فسفاتاز در خون ماهیان در مطالعه حاضر در 2010

دلیل تخريب بافت کبد، پی مواجهه با کلريدسرب محیطی احتمالاً به

های سازی آنزيم آلکالین فسفاتاز موجود در سیستمکلیه و آبشش و رها 

 Ochmanski andباشد )ها به داخل خون میغشای اين بافت

Barabasz, 2000 همسو با نتايج مطالعه حاضر، در مطالعه بررسی اثر .)

Gallium های آنزيمی کپورمعمولی نیز، افزايش مقادير بر فعالیت

اين افزايش فعالیت به میزان آلکالین فسفاتاز گزارش شده است. شدت 

و مدت زمان در معرض قرارگیری موجود با فلز سنگین مرتبط دانسته 

های بافتی وارده همانند: اختلالات کبدی، کارکرد شد و دلیل آن آسیب

 Yangهای بافت استخوانی بیان شده است )غیر معمولی کلیه، و آسیب

and Hon-Chen, 2003.) 

ارامترهای با اهمیت ارزيابی موقعیت شناسی از پهای خونشاخص

باشد و تغییرات آن تابع گونه ماهی، سن، بلوغ فیزيولوژيک ماهی می

دست آمده (. نتايج بهTort et al., 1988) باشدها میجنسی و بیماری

از اين تحقیق نشان داد که با افزايش دوز و مدت زمان در معرض 

نی مثل: گلبول سفید، های خوقرارگیری با کلريدسرب میزان شاخص

هماتوکريت، لنفوسیت، هموگلوبین افزايش و میزان گلبول قرمز و 

های بیوشیمیايی سرم و منوسیت کاهش يافت. همچنین میزان شاخص

موکوس مثل ايمونوگلوبین، پروتئین کل سرم و لیزوزيم کاهش و میزان 

میکرياکوف و  پروتئین کل موکوس افزايش يافت. بر اساس گزارشات

(، کاهش تعدادگلبول Mikryakov and Lapirora, 1997پیرورا )لا

( وابسته به میزان Acipenser baeriماهی سیبری )سفید در خون تاس

 Palakova etو همکاران )پالاکووا کادمیوم و زمان تماس با آن است. 

al., 1992 گزارش کردند که تغییر در تعداد گلبول سفید خون ماهی ،)

سته به مدت مواجهه با کادمیوم است و در ابتدا افزايش کپورمعمولی واب

ها مشاهده روز کاهش تعداد آن 11لنفوسیت و منوسیت و بعد از 

گرديد. در تضاد با نتايج مطالعه حاضر، افزايش گلبول قرمز و 

( در Dog fishماهی )هموگلوبین و کاهش درصد هماتوکريت در سگ

 Tort et) همکاران وتارت ط کادمیوم توس ppb 25مواجهه با میزان 

al., 1988) هاکس و  گزارش شده است. همچنین، براساس گزارش

کادمیوم در  ppb 10(، میزان Haux and Larsson, 1984) لارسون

کمان سبب کاهش هماتوکريت گرديد. با توجه به آلای رنگینماهی قزل

ققان، دست آمده از اين تحقیق در مقايسه با تحقیق ساير محنتايج به

داری متفاوت و استرس دلیل شرايط نگهتواند بهدلیل تفاوت نتايج می

 ماهیان اشاره کرد که لزوم به بررسی بیشتر دارد.

های اصلی داری هستند که ناقلهای آهنها پروتئینسیتوکروم

ها از ها اتم آهن با دريافت الکترونشوند و در آنها محسوب میالکترون

Feحالت اکسید شده 
Feبه حالت  +3

های آيد. آنزيماحیا شده در می +2

ها توسط های بدن وجود دارند. اين آنزيمدر اغلب بافت P450سیتوکروم 

شوند و پس از واکنش با هايی که وارد بدن شده القاء میآلاينده

ها در آب دوست سبب افزايش حلالیت اين آلايندههای چربیآلاينده

شوند. نتايج مطالعه حاضر نشان داد بدن میها از شده و سبب دفع آن

پس از در  14در هر دو بافت کبد و آبشش در روز  P450که بیان ژن 

داری افزايش يافت. طور معنیمعرض قرارگیری با سم کلريدسرب به

 بافت در P450(، افزايش بیان Huang et al., 2014همکاران ) وهوانگ 

 در را آن کاهش بیان سپس و سوم روز تا سرب با مواجهه در کبد

 سازگاری مکانیسم به را هشتم روز تا ترطولانی زمان مدت در مواجهه

 و کبد بافت دو هر در P450بیان  چه اگر مطالعه حاضر در .داد نسبت

داری معنی طورکبد به در آن بیان میزان اما داد، نشان را افزايش آبشش

 فعالیت برای شرايط ودنب فراهم به تواندمی که بود آبشش از بالاتر

 متابولیکی بافت باشد، درمی ژن اين بیان القاکننده پروتئین کیناز که

در تضاد با نتايج مطالعه ( Ghosh et al., 2012) شود داده نسبت کبد

 کلیه آبشش، کبد، هایدر بافت P450توان به بررسی بیان ژن حاضر می

 رغمکه علی اره کرد( اشTakifugu obscurusبادکنکی ) ماهی پوست و

 آن بیان میزان آبشش، و کبد هایبافت در ژن اين بیان میزان بالابودن

 متابولیسم در هابافت اين که چرا بود؛ پوشیقابل چشم هابافت ساير در

 Kim et al. 2008نداشتند ) چندانی نقش ماهی در آلاينده مواد

Miranda et al., 2006بالابودن (. در تحقیق حاضر، ممکن است 

 داده کبد نسبت متابولیسمی نقش به کبد بافت در P450بیان ژن  میزان

قرارگرفتن، موقعیت جهت به که است اندامی اولین شود؛ چرا که آبشش
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 زياد حجم دلیل آن، به وسیع سطح نتیجه در و بسیار منشعب ساختار

آسیب ديده باشد  محیط آلوده از بلافاصله کند،می عبور آن از که آبی

(Da Cuna et al., 2011; Negro., 2015 همسو با نتايج تحقیق .)

 P450( افزايش بیان ژن Dong et al., 2009و همکاران )گ دانحاضر، 

 g/lرا در ماهی زبرا در مواجهه با سم اندوسولفان با افزايش غلظت از 

 گزارش کردند.  g/l 10به  01/0

در مطالعه  ALTو  ASTو کاهش  ALP  توجه به افزايش آنزيمبا

بافت  توان بیان داشت که سم کلريدسرب اثرات مخربی برحاضر، می

یل دلهای قرمز بهکبد ماهی کپور معمولی داشت. کاهش تولید گلبول

توجه به افزايش گلبول سفید، هماتوکريت، آسیب بافتی کلیه بوده، اما با

توان  لنفوسیت، بازوفیل، هموگلوبین در مقايسه با کاهش مونوسیت می

های ها در مقايسه با ساير سلولگیری کرد که مونوسیتگونه نتیجهاين

پذيری بیشتری دارند. اين سفید خون در مواجهه با کلريدسرب آسیب

های سفید خون در مقايسه با نتايج بیانگر اين است که ساير سلول

باشند که پذير میها در مواجهه با کلريدسرب کمتر آسیبمونوسیت

های سفید های متفاوتی از تخريب انواع گلبولخود نشان دهنده نسبت

باشند. از سويی ديگر، کاهش سطوح ار با کلريدسرب میدر اثر تیم

پروتئین کل سرم، ايمونوگلوبولین، لیزوزيم و افزايش سطح پروتئین کل 

باشد. دهنده عدم سازش ماهیان با استرس وارد شده میموکوس نشان

بینی است؛ زيرا های بیشتر عوارض اين آلاينده قابل پیشبنابراين، شدت

زيستی فلز در کبد و همچنین  ر گرفتن افزايش تجمعظناين فرضیه با در

های آمینازها( سطوح آنزيمروند افزايشی )فسفاتازها( و کاهشی )ترانس

 باشد.کبدی در پلاسما قابل اثبات می
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Abstract 

The aim of this study was to investigate the sub-lethal effects of Lead Chloride (PbCl2) 

on blood indices, liver enzymes, cytochrome P450 gene expression in common carp. 

For this purpose, Fish with a mean weight of 7 33±0.33 g were prepared and divided 

into 3 treatments and a control group and exposed to effective concentrations (0.05, 

0.15, 0.25 mg/l) of sublethal toxicity for a period of 14 days. At the end of the 

experiment, sampling was done randomly. The results showed that the level of AST 

and ALT enzymes significantly decreased compared to the control group, whileThe 

level of ALP increased significantly. The results of hematology test showed that the 

level of white blood cells, hematocrit and hemoglobin did not change significantly 

with increasing the concentration of lead chloride compared to the control group; but 

they had a slight upward trend compared to the control group. Also, the amount of red 

blood cells, monocytes, total protein and serum immunoglobulin decreased 

significantly compared to the control group. Levels of lymphocytes, basophils and total 

mucus protein increased significantly compared to the control group. Mucus lysozyme 

had a slight decreasing trend compared to the control group but had no significant 

effect. The expression of P450 gene in liver and gills increased significantly compared 

to the control group. In this study, the relative expression of cytochrome P450 gene in 

liver tissue was significantly higher than gill tissue. In general, it was found that lead 

chloride has destructive effects on the liver of common carp. 

Keywords: Common carp, Aspartate transaminase, Alanin transaminasem lead 

Chloride toxin, P450 gene. 
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