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Abstract 
 

Background and purpose: Increasing entry of heavy metals into the environment and its effects 

on social structure of soil organisms disturbs the soil ecosystem. Study of molecular and cellular soil 

invertebrate responses as biomarkers of environmental health can provide useful information in relation to 

the effect of pollutants on them. Accordingly the aim of this research was to study the effects of cadmium 

and lead on Biomass, lipid peroxidation (LPo) and total antioxidant capacity (TAC), as cell physiology 

markers, in Eisenia fetida earthworm. 

Materials and methods: In this study, acute toxicity test was carried out according to the 

Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD) guidelines (NO 207). TAC and LPo 

levels were assayed by ferric reducing antioxidant power and thiobarbituric acid methods, respectively. 

Results: LC50 as a viability marker, for Cd and Pb (µg/cm2) were 54.84 and 14.18 in 24h, and 

34.1 and 8.4 in 48h, respectively. By increase in concentrations of lead and cadmium the rate of mortality, 

weight loss, LPo and TAC increased. E. fetida was found to be more sensitive to Cd than Pb (P<0.05). 

Conclusion: According to the results, in presence of lead and cadmium LPo and TAC increase 

significantly in E. fetida earthworm. Therefore, measurement of MDA and TAC as cell physiology 

markers could be used to evaluate the sensitivity of E. fetida earthworm to Cd and Pb in management of 

pollution resources and environmental health. 
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  پژوهشي          

  
  
  ـدرانــازنــكــــي مــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج

  )28-39(  1396    خرداد   سال 149شماره دوره بيست و هفتم   

29  1396 ، خرداد 149ه دوره بيست و هفتم، شمار                                                             مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

م بر بقاء، پيش پراكسيداسيون ليپيدي و اثرات سرب و كادميو
 ايزينيا فتيداظرفيت آنتي اكسيداني كل در كرم خاكي 

  
       1محمدحسين سينكاكريمي

       2عيسي سلگي

  3اباصلت حسين زاده كلاگر
  

  چكيده
خـاكزي  ها روي ساختار اجتماع جانداران        گسترش روز افزون ورود فلزات سنگين به محيط و تاثير آن           : و هدف  سابقه

گـان خـاكزي بـه       مهـر  هاي مولكولي و سـلولي بـي       از سويي ديگر مطالعه پاسخ    . شود موجب بر هم زدن اكوسيستم خاك مي      
از . ها ارائه دهد   ها بر آن   تواند اطلاعات مفيدتري در رابطه با اثرات استرس آلاينده         عنوان بيوماركرهايي از سلامت محيط مي     

روي بقاء، توده زيـستي و نيـز پراكـسيداسيون ليپيـدي و ظرفيـت                كادميوم و سرب تاثرا بررسي حاضر مطالعه اين رو هدف  
  .خاكي بوده است  كرمEisenia fetida از گونه ،نشانگرهاي فيزيولوژيكي سلول عنوان به آنتي اكسيداني كل
 207 لعملدسـتورا   مطـابق Filter paperكرم خاكي به روش ي رو سميت  در اين مطالعه تجربي تست:ها مواد و روش

و ) TAC(هــاي كــل  اكــسيدان ســطح فعاليــت آنتــي. انجــام شــد) OECD(توســعه جهــاني  وي اقتــصادي همكــار ســازمان
) TBA(و تيـو باربيوتوريـك اسـيد        ) FRAP(هاي توان آنتي اكسيداني احياي آهـن         پراكسيداسيون ليپيدي به ترتيب با روش     

  .گيري شدند  اندازه
در  µg/cm2به عنوان نشانگر بقاء براي سرب و كادميوم به ترتيـب بـر حـسب                  LC50يزان  اين مطالعه نشان داد م     :ها يافته

طوركلي با افـزايش غلظـت سـرب و          چنين به  هم.  است 4/8 و   1/34 ساعته   48و در بازه    18/14 و   84/54 ساعته   24بازه زماني   
اين در حـالي اسـت      . كل افزايش يافت  كادميوم، ميزان مرگ، كاهش وزن، پراكسيداسيون ليپيدي و ظرفيت آنتي اكسيداني            

  ).>05/0P(تر بود ها به كادميوم نسبت به سرب بيش كه حساسيت كرم
 بـه طـور   MDA و TACكـرم خـاكي در حـضور سـرب و كـادميوم       E. fetida هـا در گونـه     براسـاس يافتـه  :اسـتنتاج 

ن نـشانگرهاي فيزيولـوژيكي سـلول در        عنـوا  توانـد بـه     مـي  MDA و   TACگيـري    لـذا انـدازه   . كند داري افزايش پيدا مي    معني
 ستزي ـ طيسـلامت مح ـ هاي سرب و كـادميوم در مـديريت منـابع آلاينـده و      خاكي به آلاينده  كرمE. fetidaحساسيت گونه 

  .مورد توجه محققين قرار گيرد
  

يـد  ، پراكـسيداسيون ليپيـدي، مـالون دي آلدئ        )TAC(هـاي كـل      اكـسيدان  كـرم خـاكي، ظرفيـت آنتـي       : واژه هاي كليدي  
)MDA(سرب، كادميوم ،  

  

  مقدمه
هاي مختلـف از     از راه  هستند كه  هايي آلاينده فلزات

 اضـافه  خـاك  به صنعتي و يا  كشاورزي هاي قبيل فعاليت 
 موجـودات  سـلامت  بـراي  تهديدي توانند مي و شوند مي
  .)1(باشند زنده

  
   Email: acolagar@yahoo.com نشگاه مازندران                                                                               بابلسر، دانشكده علوم پايه، دا - اباصلت حسين زاده كلاگر :مولف مسئول

  گروه محيط زيست، دانشكده منابع طبيعي و محيط زيست، دانشگاه ملاير، ملاير، ايران ،دانشجوي دكتري دانشگاه ملاير. 1
  .گروه محيط زيست، دانشكده منابع طبيعي و محيط زيست، دانشگاه ملاير، ملاير، ايران ،استاديار دانشگاه ملاير. 2
  علوم پايه، دانشگاه مازندران گروه زيست شناسي سلولي و مولكولي، دانشكده ،استاد دانشگاه مازندران. 3
 21/1/1396:  تاريخ تصويب              13/9/1395 :تاريخ ارجاع جهت اصلاحات            2/9/1395 : تاريخ دريافت  
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 ده ميـان  در فلـزات  از ناشي عوارض به همين منظور  
زيـست آمريكـا و      محـيط  حفاظـت  آژانس عمده نگراني

ــه  ــعه يافت ــشورهاي توس ــرار ك ــزات  .)2(دارد ق ــين فل  از ب
 به كه هستند فلزاتي ترين مهم از كادميوم و سرب آلاينده
 و پـراكنش    و داراي منـابع آلاينـده      شـوند  مي وارد محيط

 را مخربـي  اثـرات  تواننـد  مـي  و باشـند  زياد در محيط مـي    
 هـا  اكوسيـستم  موجودات در  روي سلامتي انسان و ديگر    

 مـوارد  از يكـي  طبيعـي،  منـابع  از جـداي  .)3(باشند داشته
 كودهـا  محيط، به سرب و كادميوم   شدن وارد مهم بسيار

به عنوان مثـال گزارشـات قبلـي        . هستند شيميايي سموم و
 كـشاورزي  در پرمصرف شيميايي كودهاي ن داد كه   نشا

 كـه  پتـاس  و تريپل فسفات سوپر پتاسيم، سولفات همانند
شـوند، از جملـه      مي استفاده توليد راندمان بردن بالا با هدف 
 در  ).4- 7(باشـند  هاي سرب و كادميوم به محـيط مـي         آلاينده

 عوامـل  بـر  خـاك  در كـادميوم  و سـرب  حالي كه وجود  
ــددي ــد متع ــدادت مانن ــاس و ع ــانيزم بيوم ــا، ميكروارگ  ه

 هـاي  گونه وجود ،)8(آن ها  تجزية نرخ و كنندگان تجزيه
 پايـداري  ،)9(آن هـا   اي گونه تنوع و كننده تجزيه مختلف

ــازگاري و ــا آن ســــ ــي فعاليــــــت و )10(هــــ  آنزيمــــ
 ايـن  هـم چنـين   . دارد مؤثري تاثير )11(ها ميكروارگانيسم

 نـوزادان،  مـاني  زنده كاهش رشد، كاهش موجب فلزات
شــدن  قطعــه قطعــه و تخريــب ،)12(تخــم توليــد كــاهش

DNA، سـوپر   سـلولاز،  ماننـد  هـايي  آنـزيم  فعاليـت  تغيير 
موجـودات   در  اسـتراز  ني كـول  لياسـت و   سموتازي د دياكس

  .)14 ، 13(شوند مي خاكي هاي خاكزي از جمله كرم
از (اجزاء زنـده     از ما پيرامون از آن جايي كه محيط    

و غيـر زنـده     ) جانوران و ها، گياهان  مقبيل ميكروارگانيس 
 از  تشكيل شده كه ايـن اجـزاء      ) هوا خاك و  آب، شامل(

دارنـد، و    قـرار  ثبـات  در اي پيچيده هاي برهمكنش طريق
 بـه  مـستقيم  غيـر  يـا  و مـستقيم  طـور  بـه  انسان نيز  سلامت

 وابــسته او پيرامــون محــيط ســرزندگي و تــوان ســلامت،
زنـده و    عوامـل  اين از كدام هر در تغييري اگر است، لذا 

و بـالطبع تغييـر در       تغيير محيط  موجب دهد غير زنده رخ  
 مطالعـه  بنـابراين  .)15(شـود  مي ها انسان سلامت و زندگي  

 برهمكنش براي محققـين    و تعادل اين زننده برهم عوامل
ضروري، حـائز اهميـت و از مباحـث مـورد توجـه              بسيار
ي هــا بــه طــوري كــه محققــين راه كارهــا و روش. اســت

ــدازه ــراي ان گيــري ســميت محــيط معرفــي   متعــددي را ب
هـاي مـورد توجـه اسـتفاده از          يكي از ايـن روش    . نمودند

هم  زي خاك مهره بي بيوانديكاتورها از جمله موجودات   
گيـري  شـاخص انـدازه    عنـوان  بـه  خـاكي  هـاي  چون كرم 
 از بـسياري  وسـيله  بـه  هاي فلزي خاك اسـت كـه       آلاينده
شـناخته   رسـميت  به المللي نبي زيستي محيط هاي سازمان

هـاي متقابـل      با توجه به وجـود كـنش       .)16-19(شده است 
هاي خاكي با خاك به طوري كه به طـور       خاص بين كرم  

هـاي خـاك قـرار       اي تحـت تـاثير آلاينـده       قابل ملاحظـه  
ها در تجزيه مواد آلي و باز چـرخش          گيرند، نقش آن   مي

 هـا   مواد غذايي در خاك، سادگي به كار برده شـدن آن          
گيـري   به طوري كه اين سادگي منجر به سـهولت انـدازه          

هـا از جملـه توليـد مثـل،          پارامترهاي چرخـه زنـدگي آن     
هاي بيوشـيميايي    رشد، تجمع و دفع مواد آلاينده و پاسخ       

شود و نفوذ پذيري بسيار زيـاد بـدن آن هـا در مقابـل                مي
هاي محلـول در آب      آب كه منجر به ورود آسان آلاينده      

شود، از عواملي هستند كه آن هـا را          خاك مي هاي   حفره
بيوانــديكاتورهاي مناســبي بــراي مطالعــات ســم شناســي  

هــاي مختلــف كــرم  از بــين گونــه .)21 ، 20(نمــوده اســت
هــاي مختلــف بــين   توســط ســازمانE.  fetidaخــاكي، 

المللي به علت داشتن طول نسل كوتاه و پرورش ساده به           
ت سم شناسـي معرفـي      عنوان گونه استاندارد براي مطالعا    

كه توجه محققـين زيـادي را بـه خـود           ) 16-19(شده است 
هـاي اخيـر در برنامـه      در سـال ).23 ، 22(جلب نموده است 

هاي مولكـولي و سـلولي       هاي پايش محيط، مطالعه پاسخ    
هـا بـا هـدف شناسـايي         هاي خاكي در مقابل آلاينده     كرم

ــت     ــرده اس ــدا ك ــزايش پي ــا، اف ــن  . بيوماركره ــافتن اي ي
 اركرها مي تواند اطلاعـات بـيش تـر و مفيـدتري در            بيوم

  از ايـن رو    ).24(ها ارائـه دهنـد     رابطه با اثر استرس آلاينده    
 ســرب و مخــرب اثــرات بررســي حاضــر مطالعــه هــدف

  كـــرم خـــاكي، بـــاE. fetida روي گونـــه  كـــادميوم
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 پژوهشي

، )LC50 (كـشنده يـا همـان سـميت حـاد          دز گيـري  اندازه
ــدازه  ــا ان ــدي ب ــالون   پراكــسيداسيون ليپي ــزان م ــري مي گي

آلدئيد، ظرفيت آنتي اكسيداني كـل، كـاهش وزن و           دي
 48 زمـاني  بـازه  در هـا  آن رفتاري و ظاهري تغييرات ثبت

  .ساعته است
  

  مواد و روش ها
  اضر به روش تجربي انجام شده استمطالعه ح

  هاي كرم خاكي نمونه
 E گونـه  از بـالغ ي خـاك ي هـا  كـرم  نـخ  187 تعداد

.fetidaجــدا ســازي شــده در آزمايــشگاه ، شناســايي و 
ــدران  ــشگاه مازن   كــه،تحقيقــات ســلولي و مولكــولي دان

 وزن بـا  بودنـد،  كـرده  داي ـپ توسعهي  خوب به ها آن تلوميكل
50 650 3/0 قطر گرم، يليم 4 5/0 طـول  و متر ميلي 

 24 مـدت  بـه  كـه  حلقـه  8 100 تعـداد  بـا  متـر،   سانتي 6
ي شـكم  محتويـات  تخليـه  هـدف  بـا ي  گرسنگ در ساعت

  .گرديد انتخاب شدند، نگهداشته
 

  حاد سميت تست
 مطـــابقي خـــاكي هـــا كـــرمي رو ســـميت تـــست
 توسط شده هي توص ييايميش مواد تست 207 دستورالعمل

 OECD توسـعه يـا همـان      وي  اقتـصاد ي  همكـار  سازمان
)Organization for Economic Cooperation and 

Development( تست به كه Filter paper   يـاContact 

test16(رفتيپذ انجام است، معروف  نيز(.  
، 1000، 500، 250هاي  ابتدا غلظت منظور ايني برا

ديــونيزه  آب در ) mg/lبرحـسب  ( 8000 و 4000، 2000
 و) Pb (NO3)2 (آب بــدون  ســرب تــرات ين نمــك از

 6000 و 3000، 1500، 750، 375، 5/187 هـــاي غلظـــت
ــسب ( ــونيزه از آب در) mg/lبرحـ ــر  ديـ ــك نيتـ ات نمـ

 عنـــوان بـــه ،)Cd (NO3)2, 4H2O (آبـــه 4 كـــادميوم
 تـست  انجـام ي  بـرا  سـپس  .تهيه شدند  ذخيرهي  ها محلول
ــه از كاغــذها  ســميت، ــا 42 واتمــن يصــافي يــك لاي  ب
 بـه ابعـاد    اي شيـشه  متـر درون ظـروف     يليم 2/0 ضخامت

 تمــام صـافي  كاغــذ كـه ي ا گونـه  متـر، بــه  سـانتي  1×9×3
باشـد، قـرار     نداشـته  زي ـني  همپوشـان  و بپوشـاند  را سطوح
 صـفر  هاي غلظت هر يك از كاغذهاي صافي به     . گرفتند

 ،14/57 ،28/114 ،)شـاهد  عنـوان  به ديونيزه، مقطر آب(
از سرب   µg/cm2برحسب   57/3 و   14/7 ،28/14 ،57/28

 ،71/10 ،42/21 ،85/42 ،71/85صـفر،    و غلظـت هـاي  
ــسب  67/2 و 23/5 ــشته   µg/cm2برحـ ــادميوم، آغـ از كـ

 هاي نمكـي فـوق     ذهاي آغشته شده به محلول    كاغ. شدند
ايـن   دليـل   بـه  .شدند جريان هواي گرم خشك    كمك به
 روي توانـد  مي كرم يك مرگ آزمايش، نوع اين در كه

ــاي ــاثير ديگــري بق ــذارد، ت ــر داخــل در بگ ــدام ه  از ك
 آب ليتـر  ميلـي  يك با كرم همراه  عدد يك تنها ها ظرف

 در آن هـا   براي نياز مورد رطوبت تامين هدف با ديونيزه،
ــي ــدت ط ــايش، م ــرار آزم ــد داده ق ــه. ش ــروف دهان  ظ

 در هـايي  سـوراخ  و پوشـانيده  پـارافيلم  وسـيله  به آزمايش
  تـست  .گرديد تعبيه نياز، مورد هواي تامين منظور به آن،

 10براي هريـك از آزمايـشات اعـم از شـاهد در              سميت
 و تـاريكي  در آزمايش. تكرار مورد ارزيابي قرار گرفت    

 .گرفـت  انجـام  سـانتي گـراد    درجه 20 ±1 اينكوبهدماي  
سرب و كادميوم، ) LC50(پس از انجام تست سميت حاد     

هـاي يـك چهـارم، يـك دوم، برابـر و دو برابـر                از ميزان 
LC50بــراي انجــام تــست اثــرات اســترس  تكــرار ســه  در

 برحسب 8/16 و 4/8، 2/4،  1/2هاي صفر،    غلظت(سرب  
mg/l ( ــادميوم ــت(و ك ــفر  غلظ ــاي ص ، 05/17، 53/8، ه

ــسب 2/68 و 1/34 ــاهش وزن،  ) mg/l برح ــزان ك ــر مي ب
ــدازه(پراكــسيداسيون ليپيــدي  ــا ان ــزان مــالون  ب گيــري مي

. و ظرفيت آنتي اكـسيداني كـل اسـتفاده شـد       ) آلدئيد دي
 تـست  يـك  كشنده غلظت دامنه منظور تعيين  به هم چنين 
، 500، 250، 70، 7، 7/0، 07/0هــاي بــا غلظــتي مقــدمات

ــر يـــك از   آب  در4000 و 2000، 1000 ــونيزه از هـ ديـ
 تكـرار  سـه  ، در  mg/lهـاي فلـزي فـوق برحـسب      نمك
  .پذيرفته بود انجام

  
  هاي خاكي تهيه پلاسماي بافتي كرم
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پــس از  هــاي خــاكي هريــك از گــروه هــاي كــرم 
 ,mM Tris-HCl 50(تيمارهاي مختلـف، در بـافر سـرد    

pH 7.5; 0.25 M Sucrose; 1mM EDTA, pH 7.5 (با 
، در درون هـاون چينـي    )حجم بـافر   (4به  ) وزن( 1نسبت  

ايـن  . سائيده و به صورت مخلوط بافتي هموژن درآمدند       
ــافتي در  ــوط ب ــدت rpm 10000مخل ــه م ــه در 30 ب  دقيق

سپس محلـول   .  درجه سانتي گراد سانتريفيوژ شد     4دماي  
.  حجم آب مقطـر دوبـار تقطيـر رقيـق گرديـد            4رويي با   

گيري ميزان مالون دي     اي اندازه پلاسماي بافتي حاصل بر   
ل  مورد استفاده قـرار  ظرفيت آنتي اكسيداني ك و آلدئيد
  ).25(گرفت

  
  آلدئيد دي مالون گيري ميزان اندازه

شاخـصي از آسـيب      عنوان آلدئيد به  ميزان مالون دي  
ــتفاده از روش    ــا اســ ــلولي بــ ــشاي ســ ــسيداتيو غــ اكــ

 Ohkawaارائه شده توسـط     ) TBA(تيوباربيتوريك اسيد   
 26(با اندكي تغييرات انجام پذيرفت ) 1979(و همكاران  

ــن روش . )27،  ــول  500 در ايــــ ــر محلــــ  ميكروليتــــ
 200 درصد در آب و      TCA (20(كلرواستيك اسيد    تري

 درصد در آب تيوباربيتوريك اسيد      67ميكروليتر محلول   
)TBA (  ميكروليتر پلاسماي بافتي اضافه شد و در        100به 

.  دقيقه انكوبه گرديـد    30 مدت    به C 95°حمام آب گرم    
گيري  براي اندازهيك روش مناسب    كه شرو اين   اساس
مـالون    بر پايـه واكـنش  مي باشد  آلدئيديمالون د سطح

و ) C 100-90°( تحـت شـرايط دمـايي بـالا      آلدئيـد يد
در اثـر ايـن واكـنش دو    .  اسـت TBAاسـيدي بـا معـرف    

ــومو ــك مو  H2Oللك ــوو ي ــد  MDA-TBA للك تولي
ايجاد رنـگ   MDA-TBA مپلكس حاصل ازك. شود مي

كند كـه بـا چـشم غيرمـسلح قابـل             صورتي كم رنگي مي   
تركيب حاصل پس از خنك شدن در        .)27(مشاهده است 

 دقيقـــه در 15 بـــه مـــدت rpm 10000دمـــاي اتـــاق در 
 سـانتريفيوژ و تغييـر رنـگ آن در طـول مـوج        C 4°دماي
 T80 نانومتر توسط دسـتگاه اسـپكتروفتومتري مـدل   532

plus UV/Vis )  شـــركتPG Instruments, UK( 

آلدئيـد بـا اسـتفاده از       سپس ميـزان مـالون دي     . قرائت شد 
 مول بـر ليتـر بـر سـانتي متـر            56/1×105ضريب خاموشي   
  . محاسبه شدnmol/mlتعيين و بر حسب 

 
  گيري ظرفيت آنتي اكسيداني كل اندازه

گيري ظرفيت آنتي اكسيداني كل بـا اسـتفاده          اندازه
ارائه ) FRAP(توان آنتي اكسيداني احياي آهن      از روش   

 انجـــام Benzie and Strain (1996)شـــده توســـط 
هــاي آهــن   اســاس ايــن روش، احيــاء يــون).28(پــذيرفت

هـاي احيـا     توسـط مولكـول   ) Fe+2(به فرو   ) Fe+3(فريك  
هـــاي بيولوژيـــك و ايجـــاد  كننـــده موجـــود در نمونـــه

-TPTZ) 2,4,6-Tri (2بـــا مولكـــول  Fe+2كمـــپلكس 

pyridinyl)-1,3,5-triazine (      كه ايجاد يـك كمـپلكس
باشـد و شـدت ايـن تغييـر رنـگ            كنـد مـي    آبي رنگ مي  

بـراي  . نشانگر ميزان ظرفيت آنتـي اكـسيداني كـل اسـت          
 هـاي   ساخت محلول استاندارد از سولفات آهن با غلظـت        

. اســتفاده شــد  مــولار  ميكــرو1000 و 500، 250، 125
 300جم بافر اسـتات      ح 10محلول كار از مخلوط نمودن      

 TPTZ 10، يـك حجـم محلـول        =6/3pHمولار بـا     ميلي
 ميلـي مـولار و هـم        40مولار در اسـيد كلريـدريك        ميلي

ــد    ــم از فريـــك كلرايـ ــين يـــك حجـ  FeCl3 (20(چنـ
هـا   ليتـر از آن بـه ميكروتيـوب     ميلي 5/1مولار تهيه و     ميلي

 در حمـام آب     C 37° دقيقه در دمـاي      5اضافه و به مدت     
 ميكروليتـر از پلاسـماي      100 سـپس .  داده شـد   گرم قـرار  

بافتي به دست آمده از تيمارهاي مختلف به هـر كـدام از             
 C° دقيقـه در دمـاي       10ها اضافه و به مـدت        ميكروتيوب

 593 قرار داده شد و شدت تغيير رنگ در طول مـوج             37
كليـه مـواد مـورد      . گيري قرار گرفـت    نانومتر مورد اندازه  

از شـركت مـرك آلمـان تهيـه         استفاده در ايـن پـژوهش       
  .شدند

  
  ها تجزيه و تحليل داده

هاي  براي محاسبه نرخ كاهش وزن نسبي، وزن كرم       
قرار داده شده در هريك از تيمارها بـا اسـتفاده از رابطـه              
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 پژوهشي

]WLn= (W0 - Wt) / W0 × 100% [در اين . محاسبه شد
هـاي در معـرض       نرخ كاهش وزن نسبي كرم     WLnرابطه  

، ها در شروع آزمايش وزن كرم W0،  قرار گرفتهnغلظت 

Wt  هـم چنـين     .باشـد  ها در انتهاي آزمايش مي     وزن كرم
از نـرم افـزار     )LC50(به منظـور بررسـي غلظـت كـشنده     

Probit ver. 7.0داري اختلاف بـين    و براي بررسي معني
تيمارهــا از آزمــون تعقيبــي تــوكي و نيــز همبــستگي بــين 

ي اكـسيداني كـل   ظرفيت آنت ـ و غلظت مالون دي آلدئيد
 .SPSS verنـرم افــزار  (از آزمـون همبـستگي پيرســون   

  .استفاده شد) 22.0
  

  يافته ها
  سميت حاد

نتايج حاصل از تاثيرات حاد سرب و كادميوم روي          
 و نيـز بـه صـورت    1 در جـدول شـماره   E. fetidaگونـه  

ماني در هر غلظت مورد بررسـي در         درصد مرگ و زنده   
  .شد نشان داده 1تصوير شماره 

  
سرب و كادميوم بـراي     ) LC50(دزهاي حاد كشنده     :1 جدول شماره 

E. fetida   در تستFilter Paper  
 

 منبع  ساعته48دوره زماني   ساعته24دوره زماني  نام فلز

 ) µg/cm2 ) 29 24 -  كادميوم 

 ) µg/cm2 ) 30 10 -  كادميوم

 مطالعه حاضر µg/cm2 4/8 µg/cm2 18/14 كادميوم

 ) µg/cm2 ) 29 64 - سرب

 مطالعه حاضر µg/cm2 1/34 µg/cm2 84/54 سرب

 

  
اثــر غلظــت هــاي مختلــف ســرب و كــادميوم در   :1تــصوير شــماره 

درصد مرگ :  كرم خاكيE. fetidaهاي مختلف روي گونه  زمان
و حيات كرم خاكي هنگامي كه در مجاورت غلظت هـاي مختلـف             

؛ درصـد   مـرگ قرار گرفت؛ درصد    )  B(و سرب   ) A(كادميوم  
  .حيات 

هاي قرارگرفتـه در معـرض كاغـذهاي         واكنش كرم 
هـاي مختلـف سـرب و كـادميوم،      آغشته شده بـه غلظـت     

اولين . وابستگي نسبت به غلظت و زمان از خود نشان داد         
علائم رفتـاري مواجهـه بـا كاغـذهاي صـافي آغـشته بـه               

 بـر  67/2 و 57/3هـاي    فلزات سرب و كادميوم از غلظـت      
بــه ترتيــب بــراي ســرب و كــادميوم بــه   µg/cm2حــسب 

ــا  تمــاس كــرم. صــورت فــرار از محــيط آغــاز شــد  هــا ب
 و  µg/cm2 57/28كاغذهاي آغشته بـه سـرب از غلظـت          

بالاتر از آن به صورت فرار از محيط همراه با پيچ و تاب             
بدن و ترشـح مـايع دفـاعي حـاوي كوئلوموسـيت بـود و               

ورتي شدت آن با افزايش غلظت افزايش پيدا كرد در ص         
 و بالاتر از آن     µg/cm2 67/2كه اين نوع پاسخ از غلظت       
از علائـم ظـاهري مـشاهده       . براي كـادميوم مـشاهده شـد      

 بـا سـرب و   E. fetidaشده بر اثر در معـرض قرارگيـري   
هـا، منبـسط شـدن و        تـوان بـه انقبـاض حلقـه        كادميوم مي 

تركيدن كليتلوم، پارگي كوتيكول، كـشيده شـدن بـدن،          
ينال اشـاره كـرد     ، انقباض وزيكول سـم    كوتاه كردن بدن  

  ).2تصوير شماره (
  

  
تغييرات ظاهري اثرات سرب و كادميوم روي گونـه          :2تصوير شماره   

E. fetidaهـا   انقباض و برآمدگي حلقـه : ، كرم خاكي)a(،   انبـساط و
، )d(، كـشيدگي بـدن      )c(، پارگي كوتيكـول     )b(تركيدگي كليتلوم   
   )f(تركيدگي وزيكول سمينال ، انبساط و )e(كوتاه كردن بدن 

  
همانطوريكه دراين تصوير نشان داده شد، تمامي 

 ساعت تماس با غلظت 48 و 24ها پس از مدت  كرم
µg/cm2 28/114 ساعت تماس با 48 و 24 سرب و 

 و µg/cm2 85/42ترتيب بالاتر از  هاي به غلظت
µg/cm2 42/21چنين تمامي هم.  كادميوم از بين رفتند 
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هاي   ساعت تماس با غلظت48 و 24 از مدت ها پس كرم
 µg/cm257/3  و µg/cm257/28 تر از  به ترتيب پايين

 ساعت تماس با 48 و 24سرب و پس از مدت 
 زنده  كادميومµg/cm2 35/5تر از   هاي پايين غلظت
  .ماندند

  
  تغيير وزن
هـاي   هاي خاكي قرار گرفته در معرض غلظـت        كرم

ــسب  2/68 و 1/34، 05/17، 525/8 ــر حــ  از µg/cm2بــ
ــرب و  ــسب  8/16 و 4/8، 2/4، 1/2س ــر ح  از µg/cm2 ب

داري  طـور معنـي    كادميوم در مقايـسه بـا گـروه شـاهد بـه           
 95كــاهش وزن را در آزمــون تعقيبــي تــوكي در ســطح 

طــوري كــه  بــه). 3تــصوير شــماره (درصــد نــشان دادنــد 
كاهش مشاهده شده با افزايش غلظت سـرب و كـادميوم           

پيدا كـرد و شـدت ايـن كـاهش بـراي      در محيط افزايش    
ــي   ــور معن ــه ط ــادميوم ب ــيش ك ــود   داري ب ــرب ب ــر از س ت

)01/0p<.(  
  

  
اثر غلظت هاي مختلف سرب و كادميوم در كاهش          :3تصوير شماره   

اثر غلظـت هـاي مختلـف    :  كرم خاكيE. fetidaوزن روي گونه 
   )B(و سرب ) A(كادميوم 

 
ي اكـسيداني   اثر بر پراكسيداسيون ليپيـدي و فعاليـت آنت ـ        

  كل
ــشان مــي4همــان طــور كــه تــصوير شــماره   دهــد   ن

ــرم ــاي خــاكي  ك ــرض  E. fetidaه ــه در مع ــرار گرفت  ق
هـاي خـود    تيمارهاي مختلف سرب و كـادميوم در بافـت    

داري ميـزان مـالون      طـور معنـي    نسبت به گـروه شـاهد بـه       
تري را در آزمون تعقيبي توكي در سطح         آلدئيد بيش  دي

بـه طـوري كـه وابـستگي تغييـر          .  درصد، نشان دادنـد    95
هـاي مختلـف سـرب و        آلدئيد به غلظـت    ميزان مالون دي  

كادميوم در مطالعه همبستگي پيرسون به ترتيـب برابـر بـا            
از سوي ديگر بـا افـزايش غلظـت    . باشد  مي72/0 و   97/0

اكـسيداني   سرب و كادميوم در محيط ميزان ظرفيت آنتي       
 µg/cm2هـاي    جـز در غلظـت     هاي خاكي بـه    كل در كرم  

 كادميوم كه كـاهش نـشان       µg/cm2 8/16 سرب و    2/68
 درصـد،   95داده بود، در آزمون تعقيبي توكي در سـطح          

 آنتي طوري كه بيش ترين ميزان ظرفيت      به. افزايش يافت 
 µg/cm2 سـرب و     µg/cm2 1/34كل در تيمار     اكسيداني

چنـين   هـم ). 3تـصوير شـماره     ( كادميوم مشاهده شد     4/8
هاي  فيت آنتي اكسيداني كل به غلظت     وابستگي تغيير ظر  

مختلف سرب و كادميوم در مطالعـه همبـستگي پيرسـون           
ــا  95در ســطح   65/0 و 64/0 درصــد، بــه ترتيــب برابــر ب

  .باشد مي
  

    
اثر غلظت هاي مختلف سرب و كادميوم در فعاليـت   :4تصوير شماره   

 .Eآنتــي اكــسيداني كــل و پــر اكــسيداسيون ليپيــدي روي گونــه  

fetida  اثر غلظت هاي مختلف كادميوم      :  كرم خاكي)A (  و سرب
)B (  ــر غلظــت هــاي مختلــف  در فعاليــت آنتــي اكــسيداني كــل؛ اث

روي پر اكـسيداسيون ليپيـدي بـا انـدازه          ) D(و سرب   ) C(كادميوم  
  MDAگيري ميزان 

  

  بحث
در اين مطالعه علائم ظاهري مشاهده شده روي 

هاي   تيمار شده با رقتE. fetidaهاي خاكي  كرم
نتايج نشان داد كه . مختلف سرب و كادميوم بررسي شد
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 پژوهشي

به . اين اثرات وابسته به نوع فلز و غلظت آن ها است
هاي قرار گرفته در معرض كادميوم تورم  عنوان مثال كرم

تصوير (در ناحيه وزيكول سمينال از خود نشان دادند 
هاي قرار گرفته شده در  اما اين علائم در كرم) 2شماره 

البته . هاي مختلف سرب مشاهده نشد ض غلظتمعر
برخي از محققين قبلي، اثر مخرب كادميوم روي 

هاي  هاي جنسي و وجود ميزان پاييني از پروتئين اندام
تواند دليل  متالوتيونين در وزيكول سمينال را كه مي
 ).32 ، 31(مهمي براي آسيب آن باشد، گزارش نمودند

ود كه در اثر تماس هم چنين كشيده شدن بدن پاسخي ب
تر سرب و كادميوم مشاهده  هاي پايين تر با غلظت طولاني

شد در صورتي كه انبساط و تركيدن كليتلوم پاسخ 
. هاي بالاتر سرب و كادميوم بود تر به غلظت متداول

مطالعات ديگري نيز به بيان وابستگي بروز اين علائم 
 ).34،  33(اند ظاهري به نوع فلز و غلظت آن اشاره كرده

 نشان داده شد، ميزان 1همان طور كه در جدول شماره 
LC50 ساعت بالاتر 48 و 24 براي سرب پس از گذشت 

تر گونه  از كادميوم بود كه نشان دهنده حساسيت بيش
E. fetida به كادميوم نسبت به سرب است كه تاكيدي 

از سوي ديگر اين  ).35 ، 29، 3(برگزارشات قبلي است
 انجام شد، Filter paperروش تست مطالعه كه به 

برخلاف مطالعات قبلي كه مستقيما در خاك صورت 
 از اطمينان بيش تر نتايج حاصل ).36(گرفت

بطوريكه مي توان اثر تركيبات مختلف . برخورداراست
چراكه در مطالعه مستقيم اثر . را با يكديگر مقايسه كرد

 اين تركيبات در خاك، اجزاي خاك در تعيين ميزان
لذا . سميت اين تركيبات ممكن است نقش داشته باشند

 به دست آمده LC50ممكن است به همين دليل ميزان 
تر  براي نيترات سرب و كادميوم در مطالعه حاضر پايين

 و Neuhauserاز ميزان گزارش شده در مطالعه 
 و براي كادميوم مشابه نتيجه مطالعه )29(همكاران

Fitzpatrick چنين مطابق   هم).30(همكاران بود و
، كه Filter paperبندي ميزان سميت به روش تست  طبقه

  ميزان سميت،)37( و همكاران انجام شدRobertsتوسط 

 ن مطالعه دري در اE. fetidaسرب و كادميوم براي 

مطالعه . قرار گرفت) µg/cm2 100-1(طبقه بسيار سمي 
حاضر نشان داد فلزات سرب و كادميوم اثرات 

 داشته و ميزان E. fetidaندگي روي رشد گونه بازدار
چنين نوع فلز رابطه مستقيم  بازدارندگي با غلظت و هم

طوري كه اثرات بازدارندگي كادميوم شديدتر از  دارد به
البته برخي از محققين اثر بازدارندگي . سرب بود

 را نيز گزارش E. fetidaكادميوم روي رشد 
يش ميزان استرس و برخي ديگر افزا) 31(اند كرده

اكسيداتيو، اختلال در عملكرد فيزيولوژيك، تخليه 
ها را  گليكوژن، محتواي چربي و نيز كاهش پروتئين

مهرگان و  عنوان دلايل احتمالي كاهش وزن بي به
ها قرار  هاي خاكي هنگامي كه در معرض آلاينده كرم

توانند دلايل كاهش   كه مي)38(اند گيرند، بيان داشته
هاي خاكي هنگامي كه در معرض سرب و وزن كرم 

اين احتمال را تقويت مي . كادميوم قرار مي گيرند، باشد
ها به بدن  كند كه، در معرض قرارگيري و ورود آلاينده

هاي فعال  هاي خاكي موجب تحريك توليد گونه كرم
هاي  اكسيدان كل آنتي طوري كه ميزان شود به اكسيژن 
قرار  تعادل در كسيژنفعال ا هاي گونه ميزان بدن با

 هايي زنوبيوتيك ميزان  در صورت افزايش.)39(گيرند مي
ها  و افزايش جذب آن محيط در كادميوم و سرب مانند

در  اكسيژن فعال هاي گونه هاي خاكي ميزان توسط كرم
در پاسخ به اين افزايش، سطح . يابد بدن افزايش مي

 جايي تا يابد ظرفيت آنتي اكسيداني كل نيز افزايش مي
 ظرفيت توان از فعال اكسيژن هاي گونه ميزان كه

 .رود مي بالاتر آن ها مهار بدن براي كل اكسيداني آنتي
 توانند مي اكسيژن فعال هاي گونه در اين صورت

 از ليپيدي، پراكسيداسيون مانند سلولي شديد هاي آسيب
 ).41 ، 40( ايجاد كنندDNA يون و تخريب دادن دست

پيدهاي ديواره سلولي موجب آسيب به پراكسيداسيون لي
ها و در نتيجه آسيب به عملكرد  نفوذپذيري ديواره سلول

آلدئيد توليد شده  چنين مالون دي  هم).42(شود ها مي آن
هاي  تواند با تركيب طي فرآيند پراكسيداسيون ليپيدي مي
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 مانند دئوكسي آدنوزين و دئوكسي DNAتشكيل دهنده 
زا و  ب ايجاد تاثيرات جهشگوآنين واكنش داده و سب

  .)42(زا گردد يا سرطان
 و همكاران ،    Chenمطالعات قبلي از جمله گزارش      

Liu ، و همكـــاران Zhou  ، و همكـــاران Panzarino و 
ــاديولون،    ــر كــادميوم، بروم ــه ترتيــب اث همكــاران كــه ب

را بررسـي  E. fetida گلايفوسيت و كادميوم روي گونه 
ها موجب    ميزان زنوبيوتيك  نمودند، نشان داد كه افزايش    

افزايش ميزان پراكـسيداسيون ليپيـدي و ميـزان برخـي از            
هـــا از جملـــه كاتـــالاز و سوپراكـــسايد  اكـــسيدان آنتـــي

 يـا در گـزارش ديگـر ايـن          ).43-46(گـردد  ديسموتاز مـي  
گونه كرم خاكي در معرض هم زمان دو آلاينـده سـرب            

اتــر قــرار گرفــت كــه كــاهش ســطح  فنيــل و دكــابرمودي
 امــا ايــن ).39(يــت آنتــي اكــسيداني كــل را نــشان دادظرف

 E. fetidaمطالعه نشان داد در معرض قـرار گيـري گونـه    
در مجاورت هريك از آلاينده هاي سرب و كادميوم بـه           
تنهايي سبب افزايش سطح آنتـي اكـسيدان كـل و ميـزان           

  .پراكسيداسيون ليپيدي در اين گونه مي شود
 .Eرد كـه گونـه   توان نتيجـه گيـري ك ـ   در پايان مي

fetida        نسبت به حضور و افزايش ميزان سرب و كادميوم 

دهــد كــه ايــن واكــنش بــا  در محــيط واكــنش نــشان مــي
ــدازه ــستي      ان ــشانگر زي ــر دو ن ــزايش ه ــزان اف ــري مي گي

پراكــسيداسيون ليپيــدي و ظرفيــت آنتــي اكــسيداني كــل 
تـر   قابل تعيين است و اين واكنش نسبت به كادميوم بيش         

 MDA و TACگيــري ميــزان  تنهــا انــدازهلــذا نــه . اســت
ــشانگرهاي زيــستي در حــساسيت   مــي ــه عنــوان ن توانــد ب

 كــرم خــاكي بــه عنــوان يــك شــاخص E. fetidaگونــه
زيستي در مقابل سرب و كادميوم مـورد توجـه محققـين            

توانـد در مـديريت منـابع آلاينـده و           قرار گيرد بلكـه مـي     
هــا و اجــراي    اعــم از پــايش ست زيــطيســلامت محـ ـ

منظور جلوگيري و يا كـاهش       اي به  هاي مداخله  اتژياستر
  .ها مورد توجه قرار گيرد اثرات مضر اين آلاينده

  

  سپاسگزاري
از معاونت پژوهـشي دانـشگاه ملايـر كـه      بدينوسيله

حمايت مـالي پـژوهش حاضـر را بـه عهـده گرفتنـد و از                
دانـشگاه آزاد اسـلامي     (آقاي مهنـدس اسـفنديار تقـوي،        

پـژوهش   ايـن  ت خود را در اختيار    وق كه) واحد چالوس 
  .گردد ي مقرار دادند، تقدير و تشكر
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