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  چکیده

پوشیده نیست و سالانه مطالعات زیادي  کس یچهدر کشاورزي بر  ها کش آفتامروزه مصرف زیاد      

متداول یعنی کروماتوگرافی  يها روشباقیمانده سموم در محصولات کشاورزي با  یريگ اندازهدر مورد 

نظیر  جدید يها روشتدوین . هستند یرگ وقتپرهزینه و  ییها روش، که شود یمگازي و مایع انجام 

در این . امروزه مورد توجه برخی محققین قرار گرفته است (ELISA)روش سنجش ایمنی آنزیمی

. فره کلروپایریفوس اقدام شودفس کش آفتلازم براي سنجش  پادتنمطالعه تلاش شد نسبت به تولید 

 رم گاويآلبومین س ابتدا در شرایط تخریب قرار گرفته، سپس با استفاده از مولکول پروتئین کش آفت

(BSA)، پس از طی مدت. آن ساخته و جهت تحریک سیستم ایمنی به خرگوش تزریق شد مزدوج 

به کمک روش  پادتنبه عمل آمد و تیتر  یريگ خونمورد آزمون  يها خرگوشمختلف از  يها زمان

این روش نسبت به  .با نمونه شاهد بوده است دار یمعناختلاف  دهنده نشانبررسی شده و الایزا 

  . باشد یمو داراي حد تشخیص بالاتري  تر ارزان، تر یعسرکروماتوگرافی بسیار  يها روش

پادتن ،الایزا، کش آفتکلروپایریفوس، باقیمانده : یديکل يها واژه

  

  

  مقدمه

اختلالات در روند طبیعی زندگی  ايپارهدر طبیعت باعث ایجاد  ها کش آفت رویه یبمصرف 

، از بین ها کش آفتاز جمله مقاومت به  اي یدهعد آن مشکلات بالدن بهکه  شودمیموجودات 
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زیست و برگشت  رفتن موجودات غیرهدف، پایداري و دوام مواد شیمیایی در غذا و محیط

نگرانی (Imani, 2004). آورده است به وجودمجدد مواد غیرقابل تجزیه به زنجیره غذایی را 

 يها موضوعمحیط و راهیابی آنها به چرخه غذایی از  پایدار در يها کش آفتاز  انسانی جوامع

ترکیبات شیمیایی در  یريگ اندازهبه همین علت شناخت و  .مهم بهداشت محیط زیست است

Talebi)محیط زیست، موادغذایی و بدن موجود زنده الزامی است Jahromi, امروزه  . (2006

جرمی  سنجی یفطیا  ماتوگرافیباقیمانده سموم کرو یريگ اندازهبراي  روش ینتر متداول

بنابراین . دنبوده و به افراد ماهر نیاز دار یرگ وقتبسیار پرهزینه و  هااین روش اما. باشد یم

به  نسبت یمنیا سنجش. باشد یم مورد توجه تر ياقتصادو  تر یعسریک روش  استفاده از

به کمک این  هم و هبود ینههز کمو  ترخیلی سریع هم وناست، چ تر مناسبقدیمی  يها روش

را در کلیه محصولات کشاورزي که به مصرف  و بقایاي سموم مقادیر جزئی سموم توان یمروش 

Van). کرد یريگ اندازه ،رسد یمانسان یا دام  Emon Lopez, 1992)  

ایمنوشیمیایی است و یکی از  يها روش ینتر مهمیکی از بهترین و  یمنیا  سنجش

باقیمانده  یريگ اندازهبراي  یمنیا  سنجشکاربرد .باشد یمکاربردي در پزشکی  يها روش

در . شرح داده شده است Ercegovichو  Visionتوسط  1971اولین بار در سال  ها کش آفت

را در کشاورزي و محیط زیست  (ELISA) 1االایز کاربرد Mummaو  Hammock 1980سال 

Itak) شرح دادند et al., 1992).  

و رابطه آنها به عنوان یک ابزار کاربرد دارد و  ها پادتنیین کیفیت براي تع یمنیا  سنجش

یک روش آزمایشگاهی بیوشیمی ساده با الایزا . باشد یمزیادي  يها نمونهقابل استفاده براي 

حساسیت بسیار بالا است که امکان آنالیز تعداد زیادي نمونه را به صورت همزمان فراهم 

Vanderlaan). کند یم et al., 1988)  

به این ترتیب که . استوار است پادتنو  ژن یآنتکمپلکس رنگی  یريگ اندازهبر پایه الایزا 

) استیرن یپل تیپل لاًمعمو(روي فاز جامد  ژن یآنتنمونه مورد آزمایش با مقدار نامشخصی 

واکنش داده و ترکیبی ایجاد  ژن یآنتتا با  شود یمبازیابی اضافه  پادتن، سپس شود یمریخته 

با محلول  تیپلبین هر مرحله، . کند یمبازیابی با آنزیم پیوند کوالانسی برقرار  پادتن. کند

پیش از آخرین . باقیمانده شسته شود پادتنتا پروتئین یا  شود یمملایمی شسته  کننده پاك

و ماده رنگی تولید  شود یمبا اضافه کردن زیر لایه آنزیمی کشت داده  تیپلمرحله شستشو، 

شده و ثبت  خواندهطول موج رنگ به دست آمده توسط یک دستگاه اسپکتروفتومتر . شود یم

 ,Rowell( و نیز غلظت آن است ژن یآنتیا  پادتنکه این طول موج معرف حضور یک  شود یم

2001.(  

                                                          
1 Enzyme – linked Immunosorbent Assay
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 ها کش آفتبه علت اینکه . دارد پادتناحتیاج به تولید  یمنیا  سنجشاستفاده از 

ناقل جفت  هاي ینپروتئ، باید با شود یمگفته  هپتانه به آن کوچکی هستند ک يها مولکول

Piao( شوند پادتنشوند، تا بتوانند سیستم ایمنی را تحریک کرده و منجر به تولید  et al.,

2009.(  

فات فسفره است که براي کنترل آ کش آفتیک  ،دورسبان با نام تجاري پایریفوسوکلر

گوارشی و تدخینی  -اثر تماسی و یف تأثیر وسیعی بودهط کش آفتاین . رود یمکار ه مختلفی ب

استراز متوقف شود  کولین یلاستکه فعالیت  شود یمعث مصرف آن با. دارد

)Khanjani&Khalghani, 2008.(  

کلروپایریفوس با هدف سنجیدن آن به  کش آفتامکان تولید پادتن علیه  تحقیقاین  در

که یک روش سنجش ایمنی  الایزاروش با . ه استشد بررسی و الایزا ریدر الایزاکمک روش 

یا  کش آفتکروماتوگرافی نسبت به سنجش  يها دستگاهبدون نیاز به  توانمی آنزیمی است

به تولید  تواند یمهمچنین این روش قابلیت توسعه و تکمیل دارد و  .باقیمانده آن اقدام کرد

 شبیه بهشناسایی سریع  هاي یستمسلید تو ها آناز جمله  .شناسایی منجر شود تر سادهامکانات 

از گیاهان و قرار دادن بر روي  یريگ عصارهبا  توان یمکه  است تولید نوارهاي تست اعتیاد

  .نوارهاي تست، سطح معینی از باقیمانده سموم را مشخص کرد

  

ها روش و مواد

Hammockروش کار بر اساس مطالعه  et al. و همه با تغییراتی تدوین گردید  (2002)

این روش شامل ایجاد تغییر در ساختار سم و . بررسی قرار گرفتاصول اجرا شده در آن مورد 

حیواناتی نظیر گاو، گوسفند یا خرگوش براي تولید  تزریق آن به بدنپس از آن تهیه مزدوج و 

  .باشد یم پادتن

فوسیهیدرولیز سم کلروپایر

یک در، Singentaساخت شرکت % 97تکنیکال با خلوص  فوسیکلروپایرسم  گرم یلیمصد 

 هاضافه گردید% 37اسیدهیدروکلریک  میکرولیتر و هفتاد صد به آن شده و متانول حل سی یس

هیدرولیز سم با اضافه کردنده واکنش  سپس. داده شد ساعت در دماي اتاق قرار سیو به مدت 

به ) هگزان(ده ، حلال استفاده شاستخراج سم از محیطبراي  .هگزان متوقف گردید سی یس

براي مرحله بعد  و نمونه خشک شده از ماده بدست آمده تاري تبخیر گردیدوکمک دستگاه ر

 ها نمونههمچنین براي مشخص شدن تغییرات ایجاد شده، از  .مورد استفاده قرار گرفت

. گرفته شد(NMR)2 يا هستهرزونانس مغناطیس  سنجی یفط

  

                                                          
2

Nuclear magnetic resonance
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  مزدوجسنتز

 سه دهم متانول حل گردید و به آن سی یسیک  در مجدداً یز سمماده حاصل از هیدرول      

براي خشک . اضافه گردید ،متانول سی یسیک  حل شده در (BSA)3 يآلبومین سرم گاو گرم

گذشت بعد از . قرار داده شد کاتور یدسکردن نمونه و تبخیر حلال، ماده سنتز شده داخل 

رزونانس  سنجی یفطایجاد شده توسط  تغییرات .خشک شدند ها نمونهساعت  بیست و چهار

  .مشخص گردید (NMR)4 يا هستهمغناطیس 

  ایمن سازي خرگوش

پاستور کرج خریداري شده و در  یتوت، از انسAlbino ايشش هفته هشت سر خرگوش ماده

گندم و جو فشرده شده  یلهبه وس ها خرگوشاین . شرایط معمولی آزمایشگاه نگهداري شدند

یتوپاستور ت، این ماده غذایی نیز از انسشدند یممورد نیاز بدن تغذیه  هاي امینیتوهمراه با پودر 

  .کرج خریداري شده بود

گرم از ماده سنتز شده به سه نقطه از بدن خرگوش دو دهم  ها خرگوشبراي ایمن سازي 

و یک  که به دو عضله پا ،بعدي عضلانی هاي یقتزر و تزریق شد، که اولین تزریق زیر جلدي

و هفت  به فاصله هر دو هفته یک بار تکرار ها یقتزر. صورت گرفت در خرگوش تزریق دست

  .شد تزریق در مجموع انجام

الایزا اده سازي نمونه براي انجامآم

کلروفرم در ا استفاده ازب ها خرگوش هفته بعد از اولین تزریق، چهارده براي تهیه سرم خون،

از  مستقیماً یريگ خون، ها خرگوشبعد از باز کردن قفسه سینه  شدند وکاتور بیهوش داخل دسی

 بیست ل لوله آزمایش ریخته شد و به مدتداخ ها خرگوشخون . انجام گرفت ها خرگوشقلب 

هزار به مدت چهار دور  باخون با دستگاه سانتریفیوژ  سرم. دقیقه در دماي اتاق قرار داده شد

.نگهداري شد لسیوسدرجه س - 20ر دماي شده د سرم جدا. دقیقه جدا گردید پنج

  الایزا آزمون 

ل هر چاهک صفحات رقیق گردید، داخپوششی  سرم جدا شده از خون خرگوش با بافر

ساعت  بیست و چهار و به مدت ریخته شدکرولیتر سرم رقیق شده یم صد و بیستمیکروتیتر 

  .ندشد نگهداري لسیوسدرجه س چهاردر دماي 

سه بار شسته  (PBST)با بافر شستشو  ها چاهکساعت،  هاربیست و چبعد از گذشت 

کرولیتر از یم صد و بیستداخل هر چاهک  و هرقیق شد PBSفوس در بافریسم کلروپایر .شدند

با بافر  مجدداً .ندشد نگهداريساعت در دماي اتاق  یکو به مدت  ریخته شدسم رقیق شده 

PBST ،میسوبستراي آنزی .شستشو داده شدند ها چاهک HRP5 در بافرPBS یک به  تبه نسب

                                                          
3 Bovin Serrum Albumin
4 Nuclear magnetic resonance
5 Horse radish peroxidise
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ریخته رقیق شده،  ماده زمینهکرولیتر از یم صد و بیست رقیق گردید، داخل هر چاهک سه هزار

سه مرتبه با  ها چاهک .ندشد نگهداريساعت در دماي اتاق  یکبه مدت  مجدداً و شد

دي اتانول آمین حل  گرم پارانیتروفنیل فسفات در بافردو و نیم  .شستشو داده شدند PBSTبافر

سی و دقیقه در دماي  سیشد و به مدت  وتکرولیتر از آن کیم صدگردید و داخل هر چاهک 

 450 با طول موج 6الایزا ریدرتوسط دستگاه  ها نمونه .ندشد نگهداري لسیوسدرجه س هفت

Tate) ندخوانده شد نانومتر & Word, 2004).  

  

  بحث و نتایج

مشخص  )2شکل(شده  ماده سنتز و )1شکل(ایریفوس کلروپ سم NMRمقایسه طیف در 

 مزدوج سم شدنساخته  نشان دهنده یک حلقه فنیل به ساختار سم اضافه شده است که شد،

Cho( این نتایج مشابه تحقیقا. باشد یم et al., 2002 (باشد یم.  

، تیتر خوانده شده )3شکل(سرم خون خرگوش شاهد با تیمار  مقایسه میانگین تیتر در

 پادتنتولید  دهنده  نشانکه  باشد یموسط دستگاه الایزاریدر در نمونه تیمار بیشتر از شاهد ت

  .باشد یمکلروپایریفوس  کش آفتعلیه 

 پادتنگرفته شده تولید  کاره خرگوش نشان داد که با روش ب سازي یمنانتایج حاصل از 

 پادتننمودار تیتر  .)P<0.05( باشد یم یرپذ امکاننظیر کلروپایریفوس  ییها کش آفتعلیه 

Choمشابه نمودار تحقیقات  خوانده شده در این تحقیق توسط دستگاه الایزاریدر et al. 

Skerritt و )(2002 et al.   .)4شکل( باشد یم (1992)

  

  

  

  

  

  

  

  

  

سم کلروپایریفوس NMRطیف  - 1شکل 

Figure 1. NMR of Chlorpyrifos Pesticide

                                                          
6 ELISA reader
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ماده سنتز شده NMRطیف   -  2شکل

Figure 2. NMR of Hepten Syntehesis

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

تیمار میانگین تیتر سرم خون شاهد با مقایسه  - 3شکل

Figure 3. Comparsion of the average of Treated Serum and Normal Serum  
  

  

حلقه فنیل اضافه شده
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کلروپایریفوس کش آفتبر علیه  الایزاریدرخوانده شده توسط  پادتنتیتر  -  4شکل

Figure 4. The Titers of Antibody has been read with ELISA-Reader against 
Chlorpyrifos Pesticide

  

 در تحقیق حاضر نتایج حاصل از سنتز مزدوج سم مشابه ماده سنتز شده در تحقیقات

)Cho et al., 2002 (در مطالعه حاضر مشابه تیتر خوانده شده  پادتنهمچنین تیتر . باشد یم

Cho( در تحقیقاتخوانده شده  et al., 2002 (و Skerritt et al. تفاوت  .باشد یم (1992)

Skerritt مطالعه حاضر با تحقیقات et al., علیه  پادتنه مطالعآن این است که در  )(1992

، آزمایش الایزا روي علاوه بر مزدوج که در آزمایش اخیر مزدوج مورد آزمون قرار گرفته درحالی

در مقایسه با نمونه  پادتننیز انجام شده است و در هر دو آزمایش تیتر ) سم(نمونه خالص 

همچنین نتایج بدست آمده با مطالعات . داشته است داري یمعنشاهد بالاتر بوده و اختلاف 

)Cho et al., 2002 ( دادمشابهت بالایی نشان.  

که  باشد یمدر محصولات کشاورزي  کش آفتباقیمانده  یريگ اندازه پادتنهدف از تولید 

سمی نیز در آن موجود باشد، لذا سرم حیوانی که  هاي یتمتابولعلاوه بر سم ممکن است 

در آزمایش حاضر نیز سرم جدا . مورد استفاده قرار گرفت باشد یم کلونال یپل پادتنمحتوي 

، هر دو مورد آزمون قرار گرفته و بر علیه مزدوج ساخته شده و سم خالص پادتنشده حاوي 

لازم بر علیه سم ساخته شده است ولی  پادتننتایج آن نشان داده که در سرم خون خرگوش، 

  .و کاربردهاي بعدي آن مطالعات بیشتري لازم است انجام شود پادتنبراي جداسازي 
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Abstract 
Nowadays use of pesticides are common in agriculture and yearly so many  

investigations are carried out for determination of pesticidal residue in crops with 

gas and liquidchromatography. But these methods are expensive and time 

consuming. Developing of new methods of  immunoassays like  ELISA are 

interesting for many researchers. In this research, evaluation of  production of 

antibody against chlropyrifos has been done. Pesticide is broken, then conjucation 

was made with  protein BSA and rabbit got immunized by injection. Then after 

different intervals the blood was collected and titer was determined  with ELISA  

reader and showed  great difference with reference.This method is cheap, easy and 

more sensitive as compare as chromatography. 
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