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 كپور ي هماتولوژيكي در ماهيد بر تعدادي از پارامترهايوم برومايدي اثرات اتيبررس

 (Cyprinus carpio)معمولي 

  

  2ه چهرهي سي، مهد*1يرا حاتميحم
  4/5/91  :رشيخ پذيتار  16/10/90  :افتيخ دريتار
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 ــ    ــه ط ــاده جهــش زا و ســرطان زا مطــرح اســت كــه ب ــوان يــك م ــه عن ــد ب ــديوم بروماي ور وســيعي در اتي

 در سـال  مـاده به دليل  مصرف بسيار بالاي ايـن  . آزمايشگاههاي بيولوژي و پزشكي مورد استفاده قرار مي گيرد  

 سـرانجام  احتمال ورود آن بـه اكوسيـستم هـاي آبـي و              ،هاي اخير، حلاليت آن در آب، پايداري آن در محيط         

 از  تعـدادي  بـر اتيديوم برومايـد اين تحقيق اثرات اثرات بالقوه آن به عنوان اختلال گر سيستم گردش خون، در  

 40 و 30، 20(هـاي مـورد نظـر اتيـديوم برومايـد         غلظـت . رفـت مورد بررسـي قـرار گ     پارامترهاي هماتولوژيكي   

 روز، خون گيـري بـه   15پور اضافه شده و بعد از     كهاي   به وان هاي نگهداري ماهي    )  ليتر آب  100گرم در    ميلي

اي آزمايـشي مختلـف بـا هـم توسـط روش آمـاري تحليـل واريـانس يـك طرفـه              مقايـسه گـروه ه ـ    . عمل آمـد  

(ANOVA)  تعداد گلبول هاي قرمز و ميزان هموگلوبين در گـروه هـاي دريافـت كننـده اتيـديوم                  .  انجام شد

 20تعداد گلبول هاي سفيد در غلظـت  . (P<0.05)برومايد نسبت به گروه كنترل كاهش معني داري نشان داد           

تعداد . (P<0.05) ليتر آب نسبت به گروه كنترل افزايش معني داري نشان داد             100/ يوم برومايد گرم اتيد  ميلي

. (P<0.05)دار نـشان داد   پلاكت ها در هر سه غلظت اتيديوم برومايد نـسبت بـه گـروه كنتـرل افـزايش معنـي          

دار نـشان داد و از   ميلي گرم نسبت به گروه كنترل افزايش معنـي      30حجم متوسط گلبول ها ي قرمز در غلظت         

گـرم    ميلـي 30طرفي هموگلوبين متوسط گلبول هاي قرمز و غلظت متوسط هموگلوبين گلبول قرمز در غلظـت                

ــي    ــرل كــاهش معن ــه گــروه كنت ــسبت ب ــد ن ــديوم بروماي ــشان داد  اتي ــزمن  . (P<0.05)داري ن ــودگي م ــذا آل ل

  .نسان را تهديد مي نمايدهاي آبي توسط اتيديوم برومايد زندگي آبزيان و در نهايت ا اكوسيستم
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 خونيهاي  پور، پارامتركاتيديوم برومايد، ماهي   :
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يا )  (Ethidium Bromide اتيديوم برومايد

 يك Homidium Bromide)(هوميديوم برومايد 

ماده قرمز تيره، كريستالي جامد، غير فرار و بطور 

 داراي ومايداتيديوم بر. باشد متوسط محلول در آب مي

خاصيت فلورسنس و رنگ قهوه اي مايل به قرمز در 

 بوده و يك UVهنگام قرار گرفتن در معرض اشعه 
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موتاژن قوي با خاصيت سمي متوسط بعد از يك تماس 

اگر چه يك ابزار اتيديوم برومايد ). 12(حاد است 

باشد ولي به خاطرخصوصيات  مناسب جهت تحقيق مي

 گام جابجائي و دفع به نكاتبايستي در هن، آن خطرناك

اتيديوم برومايد . ايمني و بهداشتي آن توجه نمود

تواند از طريق پوست جذب فوري شود، بنابراين  مي

ممانعت از تماس با اين ماده شيميايي بسيار مهم 

اين در حالي است كه در اكثر نقاط كشور ). 1. (باشد مي

ه و هاي آبي شد ما اتيديوم برومايد وارد اكوسيستم

در . نمايد  ميحيات آبزيان و از جمله ماهي ها را تهديد

گذشته دامپزشكان از اين تركيب براي درمان 

استفاده ) Trypanosomois(تريپانوزومويس 

اما به دليل مقاومت آنتي بيوتيكي بالاي آن، . كردند مي

رفته رفته كاربرد فارماكولوژيكي اتيديوم برومايد 

وم برومايد به عنوان يك اتيدي). 19(محدود گرديد 

تركيب موتاژن سبب ايجاد اختلال در تكثير و نسخه 

مشخص شده ). 22(شود   ميDNAبرداري 

هاي حاصل از اين تركيب نيز از خاصيت  متابوليت

اضافه كردن اتيديوم برومايد به  .سمي برخوردار هستند

هاي انساني سبب ايجاد تغيير در  محيط كشت لنفوسيت

همچنين اتيديوم ). 3(شود  ومي آنها ميساختار كروموز

 NADH- Ubiquinoneبرومايد قادر است بخش 

). 16(در زنجيره تنفسي را در ميتوكندري مهار نمايد 

 1 -0.25ها  دوز هاي مورد استفاده در آزمايشگاه

microgram/mlباشد كه كمتر از حد مورد نياز   مي

ر سمي با اين حال هنوز اث. باشد  ميبراي ايجاد سميت

اين تركيب در دوزهاي ذكر شده روي افراد انساني به 

آزمايش در نيامده است و در اين زمينه نياز به تحقيقات 

گزارشي ازرسوب اين تركيب در . بيشتري است

 آدرنال و - تيروئيد- عضلات اسكلتي-هاي قلب بافت

اثرات تراتوژنيك اتيديوم برومايد ). 9(روده وجود دارد 

اي قورباغه آفريقايي به نام  سه هفتهدر مورد لارو 

 گزارش شده (Xenpous laevis)گزنپوس لويس 

هاي حاصل از اين تركيب در ساختار  بد شكلي. است

طحال به چشم خورده و از طرفي انسفالي و 

  ). 7(ميكروسفالي از عوارض اين ماده سمي است 

به عنوان يك  با چنين موادي آلودگي شيميايي آب 

 مطرح وساير آبزيان ايي براي ماهي ها استرس شيمي

مشخص شده عوامل استرس زا يا مستقيما . باشد مي

سبب مرگ ماهي شده و يا به طور غير مستقيم با كاهش 

مقاومت بدن، سبب آسيب پذير شدن ماهي ها در برابر 

ها سبب تغيير پاسخ  استرسور). 27(گردند   ميبيماري ها

توان به تغييرات در  ميشوند كه از جمله   ميايمني ذاتي

 هاي سيتوتوكسيك غير اختصاصي فعاليت سلول

)Non- specific cytotoxic cell() 10( عملكرد ،

و يا تغيير سطوح سلول هاي ايمني ) 8 و 5(ماكروفاژها 

موجود در گردش خون همچون نوتروفيل ها اشاره 

 مشخص شده برخي سموم شيميايي سبب ).24(نمود 

 هماتولوژيكي همچون افزايش ميزان تغيير پارامتر هاي

اريتروسيت، هموگلوبين، و كاهش ميزان لكوسيت 

ها به طور  در شرايط طبيعي، ماهي). 19(گردند  مي

همزمان تحت تاثير انواعي از استرسورهاي فيزيكي و 

علاوه بر اين بيشتر مطالعات تمايل . شيميايي هستند

ابي قرار دارند تا اثر استرسور ويژه اي را مورد ارزي

تا كنون در ايران تحقيقي در زمينه اثرات سمي . دهند

هاي مختلف بدن  اين تركيب بر فيزيولوژي سيستم

لذا هدف اين مطالعه نيز تعيين اثر . صورت نگرفته است

 از بعضياسترسور شيميايي اتيديوم برومايد روي 

  .  استكپورپارامترهاي هماتولوژيكي در ماهي 
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 معمولي كپور قطعه ماهي 40اين پژوهش از در 

جهت سازگاري با محيط، . استفاده شد) دو ساله(

بدون افزودن اتيديوم (هاي پلاستيكي  ها در وان ماهي

تعداد ماهي . به مدت يك هفته نگهداري شدند) برومايد

 عدد بوده و تعداد گروهها نيز عبارت 10در هر گروه 

 افزودن اتيديوم  گروه كنترل، بدون-1: بودند از

گرم   ميلي20حاوي :  گروه تجربي الف-2.برومايد
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 گروه -3.   ليتر آب100اتيديوم برومايد به ازاي هر 

گرم اتيديوم برومايد به ازاي   ميلي30حاوي :  تجربي ب

 ميلي 40حاوي :  گروه تجربي پ-4.  ليتر آب100هر 

ن جانورا.  ليتر آب100گرم اتيديوم برومايد به ازاي هر 

به (لوده به اتيديوم برومايد آ روز در آب 15به مدت 

 ابتدا ماهيان 16به سر برده و در روز ) جز گروه كنترل

 ppm  170با استفاده از محلول گل ميخك با غلظت

 2بي هوش شده و سپس خون مورد نياز توسط سرنگ 

لازم به ذكر است در . سي سي از ناحيه دم گرفته شد

هاي اكسيژن و فيلتر هاي   روز به كمك پمپ15طي 

جمع . تصفيه، آب داخل وان ها هوادهي مي گرديد

هاي آزمايشگاهي مخصوص خون  آوري خون در لوله

 صورت (EDTA)گيري و آغشته به ماده ضد انعقاد 

هاي قرمز خون، تعداد گلبولهاي  تعداد گلبول. گرفت

ها، هماتوكريت، هموگلوبين، حجم  سفيد، پلاكت

 Mean Corpuscular) قرمزهاي متوسط گلبول

Volume= MCV) هموگلوبين متوسط گلبول هاي ،

 =Mean Corpuscular Hemoglobin)قرمز 

MCH)هاي قرمز  و غلظت متوسط گلبول(Mean 

Corpuscular Hemoglobin Concentration= 
MCHC)توسط آنالايزر اتوماتيك  )Ms9vet ساخت 

آماري بررسي . مورد سنجش قرار گرفت) كشور فرانسه

نتايج به دست آمده با استفاده از برنامه آماري اين 

هاي  مقايسه گروه.  صورت گرفت(Instate) استيت 

آزمايشي مختلف با هم توسط روش آماري تحليل 

 انجام شد و در (ANOVA)واريانس يك طرفه 

دار وجود داشت از آزمون  مواردي كه اختلاف معني

بين گروهها تعقيبي توكي براي روشن شدن اختلاف 

دار بودن   عنوان معيار معني بهP<0.05. استفاده گرديد

در ضمن بعد از اتمام . اختلاف در نظر گرفته شده است

 ميلي 10گرم اتيديوم برومايد  آزمايش به ازاي هر ميلي

ليتر مايع سفيد كننده اضافه نموده و به آرامي به مدت 

ه چهار ساعت همزده و پس از گذشت يك شبانه روز ب

 قسمت آب اضافه كرده 20ازاي هر قسمت از محلول، 

  ) .1(و وارد شبكه جمع آوري فاضلاب نموديم 


����  

دهد كه   مي، محاسبات آماري نشان1در نمودار 

هاي دريافت كننده  هاي قرمز در گروه تعداد گلبول

 40 و 30، 20در هر سه غلظت (اتيديوم برومايد 

گروه كنترل كاهش نسبت به )  ليتر100گرم در  ميلي

  . (P<0.05)دهد   ميدار، نشان معني
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* * *

  
  اثر غلظت هاي مختلف اتيديوم برومايد، بر تعداد- 1نمودار 

 ميانگين ±هر ستون بيانگر ميانگين . گلبولهاي قرمز خون

  عدد10خطاي استاندارد بوده و تعداد ماهي ها در هر گروه 

دار بين گروه كنترل و  اختلاف معنينشان دهنده . * باشد مي

  .هاي دريافت كننده اتيديوم برومايد است گروه

  

هاي سفيد در گروه اتيديوم برومايد  تعداد گلبول

داري  ، نسبت به گروه كنترل افزايش معني ميلي گرم20

هاي   در گروه، اما (P<0.05)2، نمودار نشان مي دهد

ا اينكه تعداد گرم از اتيديوم برومايد ب  ميلي40 و 30

هاي سفيد نسبت به گروه كنترل كاهش نشان  گلبول

  . باشد دهد ولي اين كاهش معني دار نمي مي
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 اثر غلظت هاي مختلف اتيديوم برومايد، بر تعداد - 2نمودار 

اختلاف معني داري بين گروه اتيديوم . گلبولهاي سفيد خون

   ميلي گرم  و گروه كنترل وجوددارد 20برومايذ 

  

، تعداد پلاكت ها گروه هاي دريافت 3نموداردر 

 40 و 30، 20در هر سه غلظت (كننده اتيديوم برومايد 

نسبت به گروه كنترل افزايش )  ليتر100ميلي گرم در 

  ). P<0.05(دهد   ميمعني دار، نشان
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هاي مختلف اتيديوم برومايد، بر تعداد   اثر غلظت- 3نمودار 

هاي دريافت كننده  ا در گروهه تعداد پلاكت. پلاكت هاي خون

اتيديوم برومايد نسبت به گروه كنترل افزايش معني داري 

  .دهد نشان مي

  

هاي  ، ميزان هموگلوبين در گروه4در نمودار 

، 20در هر سه غلظت (دريافت كننده اتيديوم برومايد 

نسبت به گروه كنترل )  ليتر100 ميلي گرم در 40 و 30

از طرفي . (P<0.05)د ده كاهش معني دار، نشان مي

ميزان هماتوكريت در گروه هاي تجربي نسبت به گروه 

به دليل محدويت (دهد  داري نشان نمي كنترل تغيير معني

  ).صفحات مقاله، نمودار نشان داده نشده است
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 اثر غلظت هاي مختلف اتيديوم برومايد بر -4نمودار 

ر ، ميزان هموگلوبين دكپورميزان هموگلوبين در ماهي 

بين گروه كنترل و گروه هاي دريافت كننده اتيديوم 

  .دهد  ميبرومايد كاهش معني دار نشان

  

) MCV(، حجم متوسط گلبول قرمز 5در نمودار 

 ليتر 100 ميلي گرم اتيديوم برومايد در 30در غلظت 

دهد  دار نشان مي آب نسبت به گروه كنترل افزايش معني

(P<0.05) .اي قرمزه هموگلوبين متوسط گلبول 

(MCH)  و غلظت متوسط هموگلوبين گلبول قرمز

(MCHC) ميلي گرم اتيديوم برومايد در 30 در غلظت 

دار   ليتر آب نسبت به گروه كنترل كاهش معني100

به دليل محدويت صفحات مقاله، (، (P<0.05)نشان داد 

   ). اند ها نشان داده نشدهنمودار
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م برومايد بر حجم  اثر غلظت هاي مختلف اتيديو- 5نمودار 

اختلاف معني داري بين . كپورمتوسط گلبول قرمز در ماهي 

 ميلي گرم  و گروه كنترل 30گروه اتيديوم برومايذ 

  .وجوددارد
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 روز تماس ماهيان با سه غلظت اتيديوم 15در طي 

از . برومايد هيچ گونه تلفاتي در ماهيان مشاهده نشد

دن مواد غذايي آنجايي كه سيستم گردش خون در رسان

و اكسيژن به بافت ها دخالت مي نمايد هر نوع كاهش 

يا افزايش در تعداد سلول هاي خوني در عملكرد اين 

از طرفي متاثر شدن . سيستم اختلال ايجاد مي نمايد

سيستم ايمني توسط  مواد آلاينده سبب آسيب پذيري 

  جانوران آبزي در برابر 

 با كاهش گردد كه در بلند مدت بيماري ها مي

گونه هاي آبزي و به خوردن تعادل در اكوسيستم هاي 

   .آبي همراه خواهد بود

 به سميت كپورپاسخ هاي هماتولوژيكي ماهي 

اتيديوم برومايد به صورت كاهش معني دار در تعداد 

گلبول هاي قرمز، كاهش  هموگلوبين متوسط گلبول 

هاي قرمز و غلظت متوسط هموگلوبين گلبول قرمز 

گلبول هاي قرمز در . به گروه كنترل مي باشدنسبت 

بيشتر ماهيان، عمدتا در كليه و طحال توليد مي شوند 

كاهش اين سلول ها را مي توان به نقص عملكرد ). 17(

ز ا. بافت كليه در حضور سم اتيديوم برومايد نسبت داد

طرفي كاهش گلبول هاي قرمز مي تواند به دليل ليز 

 گزارش .)15(شدن گلبول هاي قرمز اتفاق افتاده باشد 

شده اكثر سموم و آفت كش ها نيز با ايجاد اختلال در 

عملكرد كليه سبب كاهش مقادير گلبول هاي قرمز و 

از طرفي برخي از سموم ). 20(هموگلوبين مي گردند 

ب افزايش ميزان اريتروسيت، كلروفن سبهمچون تري 

به نظر مي ). 2(هموگلوبين و هماتوكريت مي گردند 

رسد اتيديوم برومايد مشابه كادميوم، سرب، جيوه، و 

روي سبب كاهش هموگلوبين و تعداد گلبول هاي قرمز 

). 4(شده و پتانسيل ايجاد كم خوني در ماهيان را دارد 

يي سلول را  ميتوكندريا DNAتيمار با اتيديوم برومايد

از طرفي هر گونه اختلال در بيان ). 13(دهد   ميكاهش

ژنوم ميتوكندريايي منجر به ايجاد اختلال در زنجيره 

از آنجايي ). 21(شود   ميATPتنفسي و كاهش سنتز 

  (Erythropoiesis)جهت اريتروپويزيس ATP كه

 ATPضروري مي باشد، هر نوع اختلال در مسير توليد 

اختلال در توليد سلول هاي خوني مي منجر به ايجاد 

، سبب افزايش  ميلي گرم20اتيديوم برومايد . گردد

 تعداد گلبول هاي سفيد نسبت به گروه كنترل گرديد،

 ميلي گرم از اتيديوم برومايد 40 و 30 در گروههاي اما

با اينكه تعداد گلبول هاي سفيد نسبت به گروه كنترل 

معني دار نمي كاهش نشان مي دهد ولي اين كاهش 

اين يافته ها بيانگر متاثر شدن سيستم ايمني ماهي . باشد

 توسط استرسور شيميايي اتيديوم برومايد مي كپور

تغييرات ايجاد شده در سيستم ايمني با تاثير . باشد

گذاري بر هوموستازي بدن، جانور را در برابر بيماري 

مشخص شده استرس ). 23(ها مستعد تر مي نمايند 

حيطي كوتاه مدت سبب افزايش فعاليت سيستم هاي م

  ). 11 و 6(ايمني مي گردند 

 مشخص شـده، اتيـديوم برومايـد بـا مهـار سـنتز       

DNAتواند سبب مهـار تقـسيم سـلولي          مي كينتوپلاست

بــا توجــه بــه جــستجوي انجــام شــده در ). 14(گــردد 

اينترنت، مقالات مرتبط با اثرات سمي اتيـديوم برومايـد          

لذا يافته هاي پـژوهش حاضـر بـا      .  نشد در ماهيان يافت  

 كه در زمينه اثرات اتيديوم برومايد بر        26يافته هاي منبع    

 2010در سـال  . بزها مي باشد مورد مقايسه قرار گرفـت   

نتايج كلينيكي، هماتولوژيكي، بيوشيميايي و پاتولوژيكي      

 Trypanosomoe(عفونت بزها با تريپانوزوم ويواكس 

vivax (   ديوم برومايد مورد بررسـي قـرار       و درمان با اتي

/  ميلـي گـرم    5/2در اين مطالعه تـك دوز       ). 26(گرفت  

 1كيلوگرم به صـورت داخـل عـضلاني و دوز هفتگـي             

كيلو گرم به مـدت سـه هفتـه متـوالي سـبب         / ميلي گرم 

علائـم كلينيكـي بـه      . حذف انگل از خون و كبد گرديد      

هبود تدريج ناپديد شده و بيماري بزها رفته رفته رو به ب          

ــي. گذاشــت ــشاهدات كلينيك ــاتولوژيكي-م ــن  پ  در اي

باشـد    مي2008  و 2000مطالعه مشابه با يافته هاي سال    

در بز هاي تيمار شده بـا اتيـديوم برومايـد،           ). 26 و   25(

آبريزش بيني، اسهال خـوني و كوليـك، افـزايش دمـاي            
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بدن و سرعت تنفس، كاهش تعداد نبض، كاهش وزن و          

همچنـين كـاهش    . ده گرديـد  كاهش فشار خـون مـشاه     

ــز، كــاهش       ــاي قرم ــاهش گلبــول ه ــوبين، ك هموگل

هماتوكريت، افـزايش در پـروتئين هـاي تـام و غلظـت             

كاهش هموگلـوبين، گلبـول هـاي       . آلبومين مشاهده شد  

ــيتوزيس   ــت و رتيكولوســــ ــز، هماتوكريــــ قرمــــ

)Reticolocytosis (           بيان گـر ايـن اسـت كـه اتيـديوم

ن اسـت ناشـي از       خوني شده كه ممك    برومايد سبب كم  

ــد  ــوط باش ــويزيس مرب ــر اريتروپ ــر آن ب ــاهش در . اث ك

هماتوكريت به همـراه افـزايش در پـروتئين هـاي تـام،             

 آلبومين و كاهش وزن بدن شاخـصي از دهيدراتاسـيون         

دهيدراتاسيون نيز به دليل فقدان اشتهاي جانور       . باشد مي

در اين مطالعه هيچ تغيير معنـي داري در غلظـت           . است

وگلوبين و هموگلوبين متوسط گلبول قرمـز،       متوسط هم 

از طرفـي   . ائوزينوفيل ها و بازوفيـل هـا مـشاهده نـشد          

ــون،     ــفيد خ ــاي س ــول ه ــي داري در گلب ــزايش معن اف

رتيكولوسيت ها، منوسيت ها، نوتروفيـل و پلاكـت هـا           

در مطالعـه حاضـر نيـز اتيـديوم     ). 26(مـشاهده گرديـد   

ش ميـزان   برومايد در هر سه غلظت ذكر شده سبب افزاي        

پلاكت ها نسبت به گروه كنترل گرديد كه با يافته هـاي            

مشخص شده پلاكـت هـا نقـش        . هم خواني دارد  ) 26(

اصـلي در شــروع آترواســكلروز و تـشكيل لختــه هــاي   

به عبارتي افزايش پلاكت ها بـا       . كرونري بازي مي كنند   

تجمع پلاكتي، تشكيل تـوپ پلاكتـي و ايجـاد ترومبـوز        

بـه نظـر مـي رسـد اتيـديوم          ). 18 (ارتباط مـستقيم دارد   

برومايد فعاليت پلاكتي و سيستم انعقادي مـاهي را مـي           

آلودگي آبها بـه    به طور خلاصه    . تواند دچار تغيير نمايد   

بلنـد مـدت    دست انسان سبب كاهش تنـوع زيـستي در        

. شده و بر روابط بين گونه اي نيز اثـر چـشمگيري دارد            

دن مـواد   از آنجايي كه سيـستم گـردش خـون در رسـان           

غذايي و اكسيژن به بافت ها دخالت مي نمايد هـر نـوع             

كــاهش يــا افــزايش در تعــداد ســلول هــاي خــوني در  

از طرفـي  . عملكرد اين سيستم اختلال ايجاد مـي نمايـد        

متاثر شدن سيـستم ايمنـي توسـط مـواد آلاينـده سـبب              

 آسيب پذيري جانوران آبزي در برابـر بيمـاري هـا مـي            

ا كاهش گونه هـاي آبـزي و بـه    گردد كه در بلند مدت ب  

. خوردن تعادل در اكوسيستم هاي آبي همراه خواهد بود        

مراكز تحقيقاتي و بيولـوژي بايـستي رو شـهاي          در واقع   

اتيـديوم  مناسب و موثري براي آلودگي زدايي و تـصفيه          

حد اقـل در مراكـز دانـشگاهي بايـستي      . بنمايندبرومايد  

 اله هاي معمـولي   زباله هاي حاوي اتيديوم برومايد از زب      

  .تفكيك شده و به صورت مجزا سوزانده شوند

  

�����  
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روش هاي دفع اتيديوم برومايد و بيان روش موثر 

اولين همايش ملي مهندسي . در مراكز تحقيقات

 .دانشگاه صنعتي شريف. ايمني و مديريت
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