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از  استفاده  با  میكرونوکلئی  القاء  به روش  ژنوتوکسیسیتی  ارزیابی 
Xenopus laevis لاروهای آمفی بین

معصومه اطهری نیا*1، سید علی نجومی2
1 مربی ، گروه میکروبیولوژی، پژوهشکده غذایی و کشاورزی، پژوهشگاه استاندارد ،کرج، ایران

2 استادیار، گروه میکروبیولوژی،انیستیتو پاستور ایران ،تهران ، ایران

چكیده
سابقه و هدف: مخاطرات ژنوتوکسیسیتی ) سموم تاثیر گذار بر روی ژن ها ( یکی از نگرانی های سازمان های محافظ محیط زیست 
مي باشد. ژنوتوکسین ها موادی هستند که باعث بوجود آمدن تغییرات قابل توارث در ماده ژنتیکی سلول های جنینی، اسپرماتوسیت ها و 
اووسیت ها می شوند. با توجه به این که چنین مخاطراتی ممکن است از آب  ناشی شود، براي ارزیابي آن ها انجام آزمون های آزمایشگاهی 
آب با استفاده از ارگانیسم هایی که در این محیط زندگی می کنند، ضروری می باشد. این مقاله اثرات ژنوتوکسیسیتی در محیط های آبی 

را روی لاروهای گونة آمفی بین زنوپوس لاویس بررسی می کند.
مواد و روش ها: زنوپوس لاویس گونه ای از قورباغه آبزی آفریقای جنوبی از جنس زنوپوس است که دارای 12 سانتی متر طول با 
سر و بدن مسطح بدون گوش و زبان خارجی می باشد. ارگانیسم هاي مورد آزمون در مدت 12 روز در معرض محدوده اي از غلظت هاي 
نمونة تحت آزمون قرار مي گیرند. یك کنترل بدون نمونه ) کنترل منفي ( و یك کنترل با یك ماده مرجع ژنوتوکسیك ) کنترل مثبت ( 

در شرایط یکسان به طور موازي مورد آزمون قرار مي گیرند. 
یافته ها: با استفاده از کنترل مثبت، کیفیت معرف بیولوژیکي بررسي و آزمون تائید مي شود. میزان گلبول هاي قرمز با میکرونوکلئي  
براي هر غلظت از نمونة تحت آزمون و براي محلول هاي کنترل تعیین مي شود. میزان گلبول هاي قرمز با میکرونوکلئي براي هر غلظت با 

نتیجه کنترل منفي به منظور تعیین غلظت هایي که ژنوتوکسیك مثبت را القاء مي کند، مقایسه مي شود.
نتیجه گیری: مثبت بودن یك آزمون می تواند براساس نتایج معنی دار آماری در حداقل یکی از غلظت ها نسبت به کنترل منفی 

باشد و حداکثر غلظت، که سمیت حاد ایجاد کند، آزمون شده باشد و نتیجه آزمون مثبت باشد.
کلمات کلیدی: ژنوتوکسیسیتی، میکرونوکلئی، زنوپوس لاویس

مقدمه
ژنوتوکسین ها موادی هستند که باعث تغییرات وراثتی در ماده 
ها(  اووسیت  و  ها  )اسپرماتوسیت  زایشی  های  سلول  ژنتیکی 
تغییرات  که  دارد  موادی  به  اشاره  موتاژن  اصطلاح  شوند.  می 
یا  ژن  و یك  کند  وارد می   DNA به ساختمان  را  توارث  قابل 
گروهی از ژن ها را درگیر می نماید. آزمون های ژنوتوکسیستی 

را  ژنتیکی  های  خسارت  که  ترکیباتی  ردیابی  برای  تواند  می 
بوسیله مکانیسم های متفاوت ایجاد می کنند، در محیط های 
بین ها گروهی  انجام شوند. )1(. آمفی   in vivo , in vitro
از مهره داران هستند که به نام عمومی دوزیستان شهرت دارند 
جنس  از  جنوبی  آفریقای  آبزی  قورباغه  لاویس  زنوپوس   .)5(
زنوپوس است که دارای 12 سانتی متر طول با سر و بدن مسطح 
سه  دارای  قورباغه  این  باشد.  می  خارجی  زبان  و  گوش  بدون 
برای  از آن  پاهای عقبی است که  از  ناخن کوتاه روی هر یك 

پنهان شدن در لجن استفاده می کند )4(. 

short communication
گزارش کوتاه
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اساس آزمون
ارگانیسم هاي مورد آزمون در مدت 12 روز در معرض محدوده اي 
از غلظت هاي نمونة تحت آزمون قرار مي گیرند )7(. یك کنترل 
مرجع  ماده  یك  با  کنترل  یك  و  منفي(  )کنترل  نمونه  بدون 
موازي  به طور  یکسان  شرایط  در  مثبت(  )کنترل  ژنوتوکسیك 
مورد آزمون قرار مي گیرند. با استفاده از کنترل مثبت، کیفیت 
طي  در   .)6( مي شود  تائید  آزمون  و  بررسي  بیولوژیکي  معرف 
تقسیم سلولي، قطعات کروماتیدي بدون سانترومر نمي توانند به 
سوي هسته سلول هاي دختر حرکت کنند و داخل سیتوپلاسم 
باقي مي مانند. برخي اختلالات کروموزومي که توسط مادة مورد 
بدون  قطعات کروموزومي  ایجاد  به  منجر  القاء مي شود،  آزمون 
سانترومر شده که نمي توانند وارد هستة سلول هاي دختر شوند. 
علاوه بر این اختلالات دوك تقسیم ممکن است، کروموزوم هایي 
این ها  باشند.   نداشته  را  هسته  به  ورود  توانایي  که  کند  ایجاد 
هسته نیستند و به جاي پلاسما در سیتوپلاسم سلول تشکیل 
شده اند. میزان گلبول هاي قرمز با میکرونوکلئي  براي هر غلظت 
از نمونة تحت آزمون و براي محلول هاي کنترل تعیین مي شود. 
میزان گلبول هاي قرمز با میکرونوکلئي براي هر غلظت با نتیجه 
کنترل منفي به منظور تعیین غلظت هایي که ژنوتوکسیك مثبت 
قرمز  گلبول هاي  میزان   .)6( مي شود  مقایسه  مي کند،  القاء  را 
بوسیله مشاهده یك اسمیر خون محیطي  داراي میکرونوکلئي 
با میکروسکوپ در زمینه اي که داراي 1000 گلبول قرمز باشد، 
درجه بندي مي شود و به عنوان گلبول هاي قرمزي که داراي یك 

یا بیشتر میکرونوکلئي هستند، گزارش مي شود )6(.
شرایط محیطي آزمون 

و  لاروها  پرورش  براي  انجام شده  بررسي هاي  و  آزمون ها  همة 
انواع بالغ باید در اتاق عاري از هرگونه گرد و غبار و بخارات سمي 
انجام شود. آزمون باید تحت شرایط نوري ) نور مصنوعي یا نور 
طبیعي بدون تابش مستقیم نور خورشید( مطابق با یك چرخه

 12 ساعت روشنایي / 12 ساعت تاریکي در یك اتاقك با دماي 
 22 °C  ±  1°C کنترل شده براي نگهداري بطر ي ها در دماي 

انجام شود )6(.

مواد و روش ها 
معرف بیولوژیكي 

پس  این  از  که  مي باشد  لاویس  زنوپوس  بیولوژیکي،  معرف 
مرحله اي  در  باید  لاروها  آزمون   .)9( مي  شود  نامیده  زنوپوس 
شود  شروع  ها  آن  فابر1  و  نیوکوپ   50 مرحله  رشد  از  خاص 
)9(. در این مرحله اندازة لاروها mm 20 تا mm 27 مي باشد و 
داراي یك انقباض در پایه پاي عقبي هستند . لاروها باید براي 
شرایط  تحت  آزمون  شروع  از  پیش  روزه   8 حداقل  دوره  یك 
مانند  شیشه اي  ظروف  در  آزمون  این  ویژة  روشنایي  و  دمایي 
بطري هایي با گنجایش 5 لیتر با قابلیت بسته شدن کامل بدون 
نفوذ هوا یا فلاسك هاي مخروطي با درهاي شیشه اي سمباده اي 
پوشیده شده با یك فیلم تترافلوروکربن2 نگهداري شوند. لاروها 
باید عاري از هرگونه بیماري و ناهنجاري باشند. در یك آزمون، 
لاروهاي استفاده شده براي نمونة تحت آزمون و کنترل باید از 
از لاروها  باشند. هر سري  یك فرآیند تخم گذاري بدست آمده 

باید حداقل براي 15 ظرف آزمون استفاده شود )6(.
آب 

آب  های  ویژگی  که  آبی  در  مختلف،  های  گونه  تخم  و  لارو 
آشامیدنی را دارد و فاقد کلراست، بهترین رشد را نشان می دهند. 
آب استفاده شده براي آزمون باید آب تصفیه شده با ذغال فعال 
یا  معدني  آب  زمیني،  زیر  آب  کلر،  جزئي  مقادیر  حذف  براي 
توکسیتي  آزمون هاي  انجام  براي  استفاده  رقیق شده مورد  آب 
حاد روي ماهي باشد. اگر آبي غیر از آب محیط پرورش لاروها 
استفاده مي شود، ارگانیسم ها باید حداقل 8 روز پیش از شروع 

آزمون در این آب قرار داده شوند )6(.
غذا

استفاده  آکواریومي  ماهي هاي  استفاده  مورد  غذاي  از  معمولاًًً 
در  پودر  صورت  به  استفاده  از  پیش  باید  غذا   .)3( مي شود 
بیاید. ممکن است پودر شاهي آبي3 خشك یا منجمد شده نیز 
استفاده شود. لاروهای زنوپوس توسط مواد غذایی صنعتی که 
معمولاً برای ماهی های آکواریومی تهیه شده و پیش از مصرف 

ارزیابی ژنوتوکسیسیتی....  ،1391 - مولکولی دوره دوم،شماره هفتم، تابستان  تازه های بیو تکنولوژی سلولی 

1- Nieuwkoop and Faber
2- Tetrafluorocarbon
3 - Watercress
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- مولکولی دوره دوم، شماره هفتم، معصومه اطهری نیا و همکار تازه های بیوتکنولوژی سلولی 

خرد و پودر می شوند یا پودر شاهی آبی تغذیه می شوند )6(.
مادة مرجع

با   )C7H15Cl2N2O2P ,H2O( مونوهیدرات1  سیکلوفسفامید، 
کیفیت تجزیه اي معین در غلظت mg/l 20 است )6(.

حلال واسط 
واسط  حلال  عنوان  به   2)  DMSO  ( سولفوکسید  متیل  دي 
حلال  کلي  سمیت  و  ژنوتوکسیسیتي  عدم  شود.  می  استفاده 
مورد استفاده باید از پیش تعیین شده باشد )6(. از تري کاین 
شود.  می  استفاده  بیهوشي  داروی  عنوان  به  سولفونات3  متان 
محلول mg/l  200 هپارین پودري در g/l 7 محلول آبدار سدیم 
کلراید )برای هپارینه کردن میکروپیپت ها (، متانول CH3OH با 
کیفیت تجزیه اي معین استفاده می شود. رنگ های مورد استفاده 
مسونز همالوم4 و گروآتس هماتوکسیلین5 است )2(. اتاقك مورد 
استفاده با گنجایش مناسب و دماي C ± 1°C°22 براي نگهداري 
تمام بطري هاي مربوط به سري هاي مختلف یك آزمون کامل، 
آزمونه، مواد مرجع و کنترل منفي است. از آکواریوم با گنجایش 
l 25 تا l 50 ، ذره بین و میکروسکوپ با بزرگنمایی x 1500 نیز 

استفاده می شود )6(.
روش آزمون 

مدت زمان بین جمع آوري نمونه و دریافت آن بوسیله آزمایشگاه 
و  خاك   )پسماند،   جامد  نمونه هاي  باشد.   24  hاز بیشتر  نباید 
از دریافت آن توسط آزمایشگاه در مدت یك  باید پس  لجن ( 
ماه آزمون  شوند. مواد تصفیه اي آبدار نباید پیش از آزمون صاف 
باید در تاریکي در دماي  انجام آزمون  تا زمان  این مواد  شوند. 
C ± 3°C°4 نگهداري شوند. نمونه  هاي حاصل از تصفیه آبدار 

.)6( شوند  آزمون  مرحله شستشو،  از  پس   24  h حداکثر  باید 
نمونه هاي آب  و  فاضلاب  باید تا زمان انجام آزمون در بطري هاي 
 3°C ساخته شده از مواد شیمیایي خنثي در تاریکي در دماي
 24 h 4 نگهداري شوند. نمونه هاي فاضلاب  باید حداکثر°C ±
پس از دریافت نمونه توسط آزمایشگاه، آزمون شوند)6(. هنگام 
انجام آزمون، نمونه باید به خوبي همگن شود. لازم است دماي 
از آب  براي تکرارهاي روزانه محیط آزمون که مخلوطي  نمونه 
آزمون   نمونة تحت آزمون و مواد مغذي است، پیش از استفاده 
به دماي C ± 1°C°22 رسانده  شوند )6(. اگر pH نمونه بین 6 تا 

8 نباشد pH آنرا با استفاده از هیدروکلریك اسید یا هیدروکسید 
سدیم به 1± 7 برسانید و سپس نمونه مورد آزمون )نمونة تحت 
آزمون شامل انواع مختلف آب مانند:  آب سطحي،  آب زیرزمیني،  
فاضلاب، فاضلاب آبکي و پسماند هاي صنعتي مي باشد( را همگن 

کنید )6(.
آماده سازي محلول  هاي ذخیره براي مواد مورد آزمون

آزمون  آب  معین  حجم  در  ماده  از  معین  مقدار  کردن  حل  با 
محلول ذخیرة مواد مورد آزمون را آماده کنید. این محلول را باید 
در زمان استفاده آماده کنید. اگر محلول ذخیره مواد در تاریکي 
و در دماي C°4 پایدار است ، این محلول را مي توان در حجم هاي 

لازم تهیه و تحت این شرایط ذخیره کرد )6(.
آماده سازي محلول هاي آزمون براي مواد مورد آزمون 

کردن  رقیق  با  آزمون  از  پیش  بلافاصله  را  آزمون  محلول هاي 
محلول ذخیره در آب آزمون براي بدست آوردن غلظت هاي مورد 
یا  نیاز آماده کنید. در صورت وجود مقادیر کم مواد محلول و 
نامحلول در آب، ممکن است از یك حلال واسط محلول در آب

ظرف  هر  در  باید  حلال  غلظت  حالت  این  در  شود.  استفاده 
یکسان باشد و نباید بیش از mg/l 100 باشد. آب آزمون هنگام 
باعث تشکیل یك  باید تکان داده شود که  تهیة محلول واسط 
میکروسوسپانسیون مي شود. در صورت تشکیل رسوب، از ادامه 
اجتناب  واسط  محلول  از  استفاده  اگر  کنید.  خودداري  آزمون 
ناپذیر است،  یك سري کنترل منفي دارای همان غلظت حلال 

باید در آزمون استفاده شود )6(.
انتخاب غلظت ها

آزمون باید با حداقل 5 غلظت متوالي از نمونه مورد آزمون انجام 
بیشتر   2 از  نباید  آن  بعدي  غلظت  با  غلظت  هر  نسبت  شود. 
مي دهند.  تشکیل  را  آزمون  محلول هاي  غلظت ها،  این  باشد. 
 ،1/25 mg/l ،5 mg/l ،10 mg/l :مثالي از غلظت براي یك نمونه
mg/l ،0/31 mg /l 0/62 براي نمونه  هاي آب ، فاضلاب یا مواد 

،500  ml/l  ،1000  ml/l شامل:  غلظت ها  تصفیه،  از  حاصل 

1- Cyclophosphamide monohydrate 
2- Dimethyl sulfoxide 
3- Tricaine methane sulfonate
4- Masson`s haemalum
5- Groat`s haematoxylin
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 ml/l ،125 ml/l ،250 ml/l 62/5 مي باشد )6(. این غلظت ها 
بوسیله رقیق کردن نمونه با آب آزمون آماده مي شوند. هر آزمون 
باید شامل یك سري کنترل منفي نمونه مورد آزمون باشد )6(.

انجام آزمون
 l براي هر غلظت و براي سري کنترل منفي، داخل یك بطري
5 ، محلول آزمون به نسبت ml 100 به ازاء هر لارو،  15 تا 20 
لارو و غذا بریزید. به موازات هر آزمون یك کنترل مثبت با مواد 
مرجع را تهیه کنید. در بطري ها را بسته و در یك اتاقك با دماي 
کنترل شده قرار دهید. ظرف ها باید داراي مقدار غذاي یکساني 
ساعت  چند  از  پس  شود،  مصرف  باید  غذا  مقدار  تمام  باشند. 
بررسي کنید که آیا غذا با یك سرعت در همه بطري ها مصرف 
شده است. در غیر این صورت آن  را در گزارش آزمون ثبت کنید. 
از لاروهای آزمون که تغذیه نداشته اند یك نتیجه منفی بدست 
محلول  بطري،  هر  به   24  h هر  باشد.  نمی  معتبر  که  آید  می 
براي آب هاي  بیافزائید.  آزمون و غذا را زیر یك هود شیمیایي 
با آلودگي بالا، ممکن است اکسیژن دهي محیط آزمون بوسیله 
ورود حباب هوا به داخل آن لازم باشد. در طي جریان آزمون 
بطور  باشد.  اشباع  مقدار  از   60 % باید  محلول  اکسیژن  غلظت 
روزانه سرعت مرگ و میر،  اختلالات رفتاري مانند غذا نخوردن، 
عدم رشد و فعالیت حرکتي غیر عادي لاروها را ثبت کنید )6(.

آزمون را پس از 12 روز متوقف کنید. حداقل سه غلظت بیشتري 
را که هیچ سمیت حادي نشان نداده اند را  براي آزمون نگهداري 
 g/l کنید. در سه غلظت انتخاب شده،  لاروها را با غوطه وري در
0/2 محلول تري کاین متان سولفونات بیهوش کنید. با استفاده 
از ذره بین بوسیله میکروپیپت هپارینه شده )براي هپارینه کردن 
قرار،  g/ml 200 محلول هپارین  را در محلول  ،  میکروپیپت ها 
را  قلب  از  از هر لارو خون گیري  کنید(   و خالي  پر  را  آن  داده 
انجام دهید . براي هر لارو یك اسمیر خوني روي لام شیشه اي 
تهیه کنید )6(. پس از خشك کردن لام هاي آماده شده، آن ها 
را بوسیله متانول به مدت min 3  تثبیت کنید. به این ترتیب 
آماده  لام هاي  خواندن   .)6( کرد  نگهداري  مي توان  را  اسمیرها 
7یا   min مدت  به  مسونز  همالوم  با  را  خوني  اسمیرهاي  شده 
هماتوکسیلن گرواتس به مدت min 15 رنگ آمیزي کنید. لام ها 

را به مدت min 10 با آب جاري بشوئید سپس آن ها را خشك 
کنید. لام ها را بوسیله میکروسکوپ با روغن ایمرسیون بررسي 
و  میکرونوکلئي  با  قرمز  گلبول هاي  نسبت  لام  هر  براي  کنید. 
ضریب میتوزي را روي پایه آزمون حداقل 1000 گلبول قرمز 
تعیین کنید. در صورت لزوم به عنوان اطلاعات اضافي، نسبت  
گلبول هاي قرمز با 1 ، 2 ، 3 ،  4 میکرونوکلئي یا بیشتر را ثبت 

کنید )6(.
یافته ها

تهیه  اسمیر  نتایج حداقل 12  آزمون و کنترل،   براي هر سري 
شده به روش صحیح را در یك جدول به صورت نسبت گلبول 
اساس  بر  و  شد  ثبت  گلبول،   1000 در  میکرونوکلئي  با  قرمز 
مقادیر صعودي مرتب شد. هر یك از اسمیرها باید از یك لارو 
تهیه شده باشد )6(. به طورکلي براي هر سري، توزیع مقادیر 
بدست آمده از توزیع نرمال پیروي نمي کند ) توزیع لاپلاس – 
آزمون  از سري هاي  آمده  بدست  نتایج  مقایسة  براي   .1) گوس 
و کنترل از روش آماري مناسب استفاده شد. براي یك غلظت 
معین، نتیجه در صورتي مثبت در نظر گرفته مي شود وقتي که 
نسبت گلبول  قرمز با میکرونوکلئي در هزار بیشتر از مقدار آن 
باشد.  معني دار  آماري  نظر  از  اختلاف  و  بوده  منفي  کنترل  در 
) به این معني که در این غلظت، در نمونه مورد بررسي افزایش 
تشکیل میکرونوکلئي ها مشاهده مي شود(. براي هر غلظت نتیجه 
بصورت مثبت یا منفي مشخص کنید. داده هاي خام مربوط به 
نسبت گلبول هاي قرمز با میکرونوکلئي در 1000 گلبول در هر 
سري که به ترتیب صعودي طبقه بندي شده، ارائه شده است )6(. 
حدود اطمینان میانه هاي M1 و M3 همپوشاني ندارند، بنابراین 
اختلاف بین میانه هاي دو نمونه معني دار است. نتیجه سري 3 
به صورت مثبت گزارش مي شود. نمونه مورد آزمون ژنوتوکسیك 
است )6(. آزمون صحه گذاري شده است،  نمونه سري 2 مثبت 

به صورت مثبت گزارش مي  شود. 
 

1- Laplace-Gauss distribution
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جدول داده هاي خام

امتیاز
سري 1

کنترل منفي
) n = 15 (

سري 2
کنترل مثبت
) n = 15 (

سري 3
سري آزمون
) n = 14 (

1125
2155
3156
4168
5278
6298
72109
821212
931312
1031414
1161414
1261415
1371516
1471517
15717

جدول محاسبه ها

3 سري2سري1سري

امتیاز
  

ارزش 
M1

ارزش امتیاز
M2

ارزش امتیاز
M3

828127/510/5میانه
4/51/54/56/548چارك پائیني

11/5611/5141114چارك بالایي

نتیجه گیری
آزمون مثبت 

آماري  معني دار  نتایج  اساس  بر  آزمون مي تواند  بودن یك  مثبت 
)6( باشد.  منفي  کنترل  به  نسبت  غلظت ها  از  یکي  حداقل  در 

آزمون منفي
آزمون، منفي گزارش مي شود اگر : 

الف: در هیچ یك از غلظت هاي مورد آزمون نتایجي که نسبت به 
کنترل منفي از نظر آماري مثبت باشد،  مشاهده نشود. ب :حداکثر 
غلظت که سمیت حاد ایجاد کند، آزمون شده باشد و نتیجه آزمون 

مثبت نباشد )6(.
بحث

صحه گذاري1 روش آزمون
در صورت برقراري شرایط زیر، آزمون صحه گذاري شده است:  

- سرعت مرگ و میر در سري هاي کنترل  مثبت و منفي نباید از
% 15تعداد کل لاروها، بیشتر باشد. 

- یك پاسخ مثبت معني دار بوسیله کنترل مثبت بدست آمده باشد .
- مقدار میکرونوکلئي در سري هاي کنترل  نباید از % 1  براي زنوپوس 

لاویس بیشتر باشد.
- ضریب میتوزي در سري هاي آزمون شده صفر نبوده و با ضریب 

میتوزي درجه بندي شده 2 در سري هاي کنترل متفاوت نباشد )6(.
مثالي از کاربرد یك روش آماري براي بیان نتایج

توصیه شده  آزمون  نتایج روش  تجزیه  براي  آماري مك گیل3  روش 
نمونه ها  کم  تعداد  از  حاصل  نتایج  پردازش  روش  این  است. 
) n ≤ 7 ( را که توزیع آن از توزیع نرمال پیروي نمي کند، امکان 
پذیر مي سازد )8(. ) توزیع لاپلاس – گاس ( یك نمونه با تعداد 
n مربوط به تعداد اسمیرهاي تهیه شده براي هر سري، آماده مي شود 

میانه4 و چارك ها 5 را مطابق فرمول هاي زیر تعیین کنید: 
اگر نمونه، یك زوج عدد ) p 2( باشد، مقادیر فوق به شرح زیر 

مي باشد: 

Validation
2- Scored
3- Mac Gill
4- Median
5- Quartiles
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 = چارك پائین 
2

1+p     

 = جارك بالایي
2

1+
+

PP

اگر نمونه، یك عدد فرد ) p +1 2 ( باشد، مقادیر فوق به شرح 
زیر مي باشد : 

p+1= میانه
1 = چارك پائین

2
+

P
 

= چارك بالایي
 

1
2

3
+

P  

طبق این روش، مقادیر میانه، چارك پائیني و چارك بالایي از 
احتمال  با  اطمینان،  حدود  مي آید.  بدست  سري ها  از  یك  هر 
%95  را براي میانة هر نمونه مطابق با فرمول زیر تعیین کنید

.
    = حدود اطمینان

که در آن M میانة مشاهده شده، n تعداد اسمیرها در سري، 
چارك  مقدار  تفاضل  یعني  است  چارك  دو  بین  محدودة   IQR

بالایي از مقدار چارك پائیني. اختلاف بین میانه هاي دو نمونه 
در صورتي معني دار است، که حدود اطمینان آن ها هم پوشاني 
نداشته باشد. در نمونه مثبت، گلبول  هاي قرمز لاروهایي که از 
آن سري تهیه و آزمون شده اند، از نظر آماري، افزایش بیشتري 
در تشکیل میکرونوکلئي نسبت به سري کنترل که با آن مقایسه 

مي شود دارند )6(.
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