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 جوجه سلولهاي كبدي جنينمورفولوژي و كاربوكسين بر  و سميت تراتوژنيك اثر

  1رئوف اعلايي و 1كيا اميريمهدي ، 2دستجردي ، هوشنگ رفيعي1،*صابر زهري
  دانشگاه محقق اردبيلي، دانشكده علوم، گروه زيست شناسياردبيل،  -1
  اه پزشكي، گروه گيكشاورزي دانشگاه محقق اردبيلي، دانشكدهاردبيل،  -2

  26/5/90: تاريخ پذيرش  18/11/88: تاريخ دريافت

 چكيده

هدف از اين تحقيق، . را افزايش داده استآفت كشهاي كشاورزي بي رويه مصرف   نياز غذايي جوامع در حال رشد انساني
اندام (از آن بر جنين جانور مدل و كشت سلول كبدي حاصل ) قارچ كش رايج در كشاورزي(بررسي ميزان سميت كاربوكسين 

با توجه به تراكم بيولوژيك اين گونه تركيبات در بافتهاي  در اين تحقيق،.  باشد مي) اصلي متابوليزه كننده تركيبات خارجي
، 20ي غلظتها در روز صفر انكوباسيون .قرار گرفتبررسي مورد روزه  18بر جنين جوجه كاربوكسين تراتوژني  تأثير جانوري،

و اين  =n) 7( گرديدتزريق  به داخل كيسه زرده هر تخم مرغ  بر )محلول در استون(گرم از  كاربوكسين ميكرو 400و 200، 100
كلسيفيه شدن مهره هاي عدم اسكلت جنين نشانگر رنگ آميزي از حاصل نتايج  .تكرار انجام گرفت 4آزمون براي هر غلظت در 

 عمدتاً  ،ناهنجاري ظاهرينيز ميكروگرم  400و  200 تزريق. دبو حذف مهره هاي دميدمي، كجي وكوتاهي استخوانهاي بلند و 
 كه روزه نشان داد 12ي كبدي جنين جوجه سلولهابر  كاربوكسين اثرات سميتنتايج حاصل از بررسي  .ايجاد كردپا چنگكي 

 50و  را كاهش داده  يسلول يبقادرصد  48و  40، 35، 24، 20به ترتيب ليتر  ميلي /ميكروگرم  100و  50، 25، 10، 5ي غلظتها

IC  هاييندآبيولوژيكي سموم شيميايي در بافتها باعث اختلال در فر تجمع .استميلي ليتر  / ميكروگرم 102برابر با آن 
اين گونه  تأثيربه ايي بالايي كه دارند تا حدي نسبت ددليل فعاليت سم زه ي كبدي بسلولهاد ولي نگرد و رشد مي كيولوژييفيز

   .دهند نشان مي مقاومت تركيبات

  پا چنگكيتراتوژني، سميت سلولي، جنين جوجه، بوكسين، ركا: كليدي واژه هاي

 sazahri@gmail.com: پست الكترونيكي،  04515512902: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
آفت كشها نقشي مهمي در كشاورزي مدرن و توليد غذا 

منجر به آلودگي  هابا اين وجود مصرف بي رويه آن. دارند
دي  3و2(كاربوكسين  ).6و4( محيط زيست شده است

اگزاتين، – 4و1متيل - 6-كاربوكسانيليدو- 5-هيدرو
از چند تركيب قارچ كش شيميايي است  يكي) ويتاواكس

از آن زراعي  ي گياهانكه براي كنترل قارچهاي بيماريزا
چ كشي تركيبات اگزاتيين در قدرت قار .شود استفاده مي

در موجودات مختلف كاربوكسين  نشان داد كه 1966سال 
رشد مخمر ها را از طريق . داردمتفاوتي  تأثيرمكانيسم 
مهار اكسيداسيون سوكسينات و ) 8(ينها ئسنتز پروت سركوب

سوكسينات . )20( كند ميمهار  )در ميتوكندري قارچها(
رخه كربس و زنجيره دهيدروژناز يك آنزيم كليدي در چ

لكولي ساختاري نشان ومطالعات م. باشد انتقال الكترون مي
بوكسين از محل اتصال يوبي كويتين به آنزيم رداده كه كا

هاي اصلي  سوكسينات دهيدروژناز متصل شده و فعاليت
در مورد اثر سمي . )17و  9( كند ميتوكندري را سركوب مي

ت بسيار محدودي در و جنين، اطلاعا سلولهاكاربوكسين بر 
مطالعات نشان داده كه اين تركيب با مهار . استدسترس 

از سوي  )8(كند  سنتز پروتئين از رشد مخمر جلوگيري مي
ديگر يك تركيب فعال نوري است كه در اثر تابش نور 
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، توليد سولفوكسيد و برخي آنخورشيد بر محلول آبي 
دافني، بر  آنهاسمي  اتتأثيرد كه كن تركيبات ديگر مي

مورد بررسي قرار گرفته سخت پوستان  تعدادي ازو  روتيفر
براي  مفيدي مدل جنين جوجهاز سوي ديگر،  .)5( است

به  .تكوين جنيني استبر سموم وداروها  تأثيرمطالعه 
 و بودهداراي هزينه بسيار پايين  راحتي قابل دسترس و

محسوب  پستاندارانتعميم در جانشين خوبي براي 
تراتوژنيك سم  تأثيردر اين تحقيق  ).13(دشو مي

كاربوكسين بر جنين جوجه بررسي و ميزان مقاومت 
سلولهاي كبدي نسبت به آن در شرايط آزمايشگاهي مورد 

   .مطالعه قرار گرفته است

  روشها مواد و
 (Ross)نژاد راس  تخم مرغهاي بارور:  تيمار جنين جوجه

درجه  10±1در دماي  خريداري و آرتا جوجه از شركت
. نگهداري شدند درصد 65±5و رطوبت نسبي سانتي گراد 

متيل  - 2- دي هيدرو 6 و 5(تركيب قارچ كش كاربوكسين 
 98با درجه خلوص ) كاربوكسانيليد - 3-اگزاتين  -4و  1- 

سم  ميكروليتر  50 .تهيه گرديدتهران درصد از شركت گياه 
  400و 200، 100، 20ي  غلظتهاو با  در استونمحلول 

در   در روز صفر انكوباسيون و ،تخم مرغ  /يكروگرم م
از قسمت با استفاده از سرنگ هاميلتون شرايط استريل 

. تزريق شد) =n 7(كيسه هوا به كيسه زرده تخم مرغها 
 سپس وبلافاصله  محل تزريق توسط پارافين مذاب بسته 

درجه سانتي گراد و  7/37 – 38تخم مرغها در دماي 
به . شدند هدارينگدر انكوباتور  رصدد 65 نسبي رطوبت
تزريق  )حلال( ميكروليتر استون 50 )=n 7( شمگروه 
عنوان ه در هر تكرار يك گروه از تخم مرغها ب .گرديد

 .همزمان با گروه تيمار و شم گرماگذاري گرديدكنترل 
طور ه جهت كنترل رشد جنيني در طول انكوباسيون، ب

اين آزمايشها در چهار  .انجام گرفتكندلينگ بار  4متوسط 
  .اجرا شدتكرار 

: بوكسينركا تراتوژنيكخصوصيات سميت و  بررسي
انكوباسيون باز   19در روز  ،شمي تيمار شده و تخم مرغها

زير با فرمول  ومرگ و مير آنها ثبت  ميزان  .ن شدنديوزتو 
و ناهنجاريهاي ظاهري قابل  محاسبه گرديددرصد تلفات 

  .)3(ديدتشخيص بررسي و ثبت گر

در  -شمدر صد تلفات  )/(100- شم در صد تلفات([ ×100
  در صد تلفات=  ])تيمارصد تلفات 

و  جدا، پوست جنين يبراي بررسي ناهنجاري اسكلت
 روز در محلول 3و به مدت  گرديدمحتويات شكمي تخليه 

جنينها  سپس،. قرار گرفت )درصد 2(هيدرواكسيد پتاسيم 
 حاوي   )درصد 1( هيدرواكسيد پتاسيممحلول  در

 .رنگ آميزي گرديدروز  3به مدت )  درصد 1/0( رينازالاي
 نهايي با قراردادن جنين در گليسرول انجام شدسازي شفاف

  . )4و2(

ي كبدي سلولهابررسي سميت سلولي كاربوكسين بر 
 12تي، كبد جنين سيبراي بررسي اثرات سايتوتوكسي: جنين
تريپسين در با آنزيم  تيمارپس از  و استخراججوجه روزه 

. قرار گرفت )خانه 24در پليتهاي ( RPMIمحيط كشت 
، 10، 5ي غلظتها در فاز رشد با سلولها، ساعت 24پس از 

 تيمار ساعت 16راي بميلي ليتر /ميكروگرم 100و  50، 25
 يوسيله آزمون سنجش احياه ب ي زندهسلولهادرصد  و

از لحاظ  يي كهسلولهادر . )18( بررسي شدند فورامازون
در حضور  MTT، تركيب متابوليكي فعال هستند

سوكسينات دهيدروژناز ميتوكندرياي احياء شده به شكل 
كه شدت توليد  آيد كريستال نا محلول فورامازون در مي

بدين منظور، . باشد حيات سلول ميدهنده كريستال نشان 
ي تيمار شده خارج و محيط كشت سلولهامحيط كشت 

ميليگرم در  5محلول ( MTTصد محلول  در 10تازه حاوي 
به چاهكها ) :pH 4/7 مولار با 1/0ليتر در بافر فسفات  ميلي

و درجه سانتي گراد  37ساعت در  3به مدت  .اضافه شد
كريستالهاي ايجاد . در شرايط تاريكي گرماگذاري گرديد

 570حل و جذب آنها در طول موج  DMSOشده در 



 1392، 3، شماره 26جلد                                                                                         )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي جانوري 

300 

 

عنوان غلظتي از سم در ه ب  IC50مقدار  .نانومتر ثبت گرديد
كاهش در جذب نوري  درصد 50نظر گرفته شد كه باعث 

از رابطه زنده  يسلولهادرصد گردد و ميزان  مي
 .)19(محاسبه گرديد "ODتيمار/ODشم"

  نتايج
حجم ثابت با بوكسين ري مختلف سم كاغلظتهاتزريق 

 /ميكروگرم  400 تا 20از غلظت با افزايش نشان داد كه 
افزايش  )در داخل زرده(مرغ در روز صفر انكوباسيون تخم 

در  طوري كهه ب د،وش ميديده مرگ و مير در  يقابل توجه
، 6/33 ميكروگرم به ترتيب 20و 100، 200، 400 يغلظتها

عبارت ه ب. نددزنده مان از جنينها درصد 61و 56، 9/38
 .يددگرباعث افزايش مرگ و مير افزايش غلظت سم  ديگر

ه بي غلظتهاو هر يك از  شمبين گروه  بقاءسر ك اختلاف
اما تعقيب . بودمعني دار  درصد 5در سطح  كار رفته

ي مختلف نشان داد كه اين اختلاف در غلظتهااختلاف بين 
بررسي  .)1شكل (معني دار نمي باشد  درصد 5سطح 

نشان  شمو شده هاي تيمار  اختلاف ميانگين وزن بين نمونه
ه اي حتي در بالاترين غلظت ظملاحاختلاف قابل داد كه 

  .كند بروز نمي از نظر وزن جنين ر بين تيمارهاد

  

 
مقايسه درصد بقاء جنين جوجه تيمار شده با غلظتهاي  -1شكل 

مختلف كاربوكسين، با استفاده از اختلاف بين درصد بقاء گروه شم با 
غلظت باشد و ميزان بقاء جنين وابسته به  دار مي گروههاي تيمار معني

در هر ستون حروف مشترك، نشان دهنده معني دار . (باشد سم مي
  ).P≤0.05 ،mean±SE .نبودن نتايج بين گروهها است

  

  

  
  الف

  
  ب

  )الف(و جنين شم ) ب(تخم مرغ / ميكروگرم  200روزه تيمار شده با  19ناهنجاري از نوع پا چنبري در جنين جوجه  -2شكل 
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  الف

  
  ب

و ) الف(هاي دمي  تخم مرغ كه نشانگر تأخير در كلسيفيه شدن مهره/ميكروگرم  100روزه تيمار شده با  19ربوكسين در جنين جوجه تأثير كا -3شكل 
  .باشد مي) ب(هاي دمي  عدم تشكيل مهره

 

ناهنجاريهاي القاء شده در دو سطح ظاهري و اسكلتي مورد 
ناهنجاريهاي ظاهري قابل تشخيص   .بررسي قرار گرفت

 /كروگرممي 200هاي تيمار شده تنها در غلظت  نمونهدر 
گروه تيمار از درصد  6/16 درو  كردندتخم مرغ بروز 
شايع ترين نوع ناهنجاريها در اين گروه از  .مشاهده گرديد
 ياسكلتساختار بررسي ). 2شكل (بود  گكينوع پاهاي چن

تخم  /ميكروگرم  20ها نشان داد كه در غلظت  جوجهجنين 
هاي  شود ولي نمونه ايجاد نمي چگونه ناهنجاريمرغ، هي

تخم مرغ ناهنجاري /ميكرو گرم 100تيمار شده با غلظت 
آن  درصد 25كه  را نشان داددرصد  5/37كل با فراواني 

آن مربوط  درصد 5/12هاي دمي و  حذف مهرهبه مربوط 
هاي مجموع ناهنجاري. هاي دمي بود به كلسيفه نشدن مهره

 50، تخم مرغ/ميكرو گرم  200ي اغلظتهدر  ثبت شده
مربوط به  درصد 3/33كه از اين مجموع  بوددرصد 

درصد باقيمانده  6/16هاي پا و  كجي استخوان كوتاهي و
ميكرو  400ي غلظتهادر. هاي دمي بود مربوط به حذف مهره

كه  بود درصد 50نيز فراواني ناهنجاري تخم مرغ / گرم 
شكل ( شد ا شامل ميرهاي دمي  كلسيفه نشدن مهره تنها

3(.  

 16 پس از ي كبدي سلولهاكشت  يبررسي درصد بقا
 ينشان داد  كه بقا قارچ كش كاربوكسينتيمار با ساعت 
 5و 25،10 ،50، 100 يغلظتهاي كبدي در سلولها

و  % 80و  76، 65، 60، 52 به ترتيبليتر  ميلي /ميكروگرم 
IC50  4شكل (. ميلي ليتر بود /ميكرو گرم  102آن(. 

درصد در  نشانگر معني دار بودن اختلافمطالعات آماري 
وكاهش درصد  شده استهاي تيمار  و نمونه شمبقاء بين 

مطالعات  .رابطه مستقيم داردبقاء با افزايش غلظت 
سلولها نشان داد كه اتصال بين سلولي در  مورفولوژيك

حاشيه سلولها  گسسته و شده جنيني تيماري كبدي سلولها
 ايش يافته استو تراكم سيتوپلاسمي افز رديدهگنامنظم 

  .)5شكل (

 

  
مقايسه تأثير غلظتهاي مختلف كاربوكسين در بقاء سلولهاي  -4شكل 

دهد كه با افزايش غلظت سم تا   كبدي جنين جوجه نشان مي
µg/ml100  اند سلولها زنده مانده% 60بيش از)P≤0.05 ،

mean±SE(.  
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  ب  الف

كه نشانگر گسسته شدن اتصالات بين سلولي و اتصالات ) ب( µg/ml 5و تيمار شده با كاربوكسين با غلظت ) الف(ي كبدي كشت سلولها -5شكل 
  .باشد مي سلولها از بستر كشت 

  بحث
كه موادي كه اثرات سيتوتوكسيسيتي  همطالعات نشان داد

شوند كه اين  دارند باعث مهار رشد و مهاجرت سلولها مي
بررسيهاي  .د جنين بسيار مهم هستندامل از نظر رشوع

. اين يافته را اثبات كرده استميتومايسين  انجام گرفته با
در شرايط آزمايشگاهي باعث  مهار رشد سلول اين ماده 

ي غضروفي سلولهارشد باعث مهار در عين حال شده و 
 گردد جنين و در نتيجه باعث كوتاهي استخوانهاي بلند مي

كه به  يدر بافتهاي جنين يير سلولمهار تكث لذا .)16و15(
سرعت در حال تكثير هستند ممكن است منجر به 

 تأثير ناشي ازمرگ سلولي . )16و  14( ناهنجاري  شود
در سلولي باعث اختلال در الگوي ميتوز تركيبات سمي 

طي در  به اختلال در تماس سلوليمنجر و شده بافتها 
ل در عمل القاء منجر به اختلايند آاين فر .شود مي تمايز

از طرف ديگر تمامي . گردد ميتمايز و اندام زايي صحيح 
 Enchondral)استخوانهاي بال و پا بروش داخل غضروفي 

ossification) خير در رويداد ألذا ت )2(شوند  استخواني مي
يند باعث ناهنجاريهايي مانند انحراف استخوانهاي آاين فر

موادي كه اثرات ، ادهنشان د ها بررسي. دراز خواهد گرديد
طور مستقيم بر بافت هدف اثر تراتوژنيكي دارند به 

 بلوسورامين و تريپان هدو ماداثبات شده كه  كنند، مثلاً مي
مستقيم بر بافتهاي دم و سلولهاي آن  تأثير از طريق

را القاء ناهنجاري در دم  وتوانند اثرات تراتوژني داشته  مي
ك سيتوتوكسي تأثيرنشانگر ق تحقياين  .)14و  11( دننماي

نسبت به كشت سلولي كبدي بود و  كاربوكسين قابل توجه
منجر به گسسته شدن اتصالات بين سلولي و سلول با بستر 

سم بر جنين جوجه منجر به ناهنجاريهايي  تأثير. گرديد
هاي دمي شد كه ناشي از  مانند عدم تشكيل و رشد مهره

ترين  شاخص .يني استي جنسلولهامستقيم آنها بر  تأثير
ناهنجاري ظاهري مشاهده شده از نوع پا چنگكي بود و 

 تأثيرمطالعات قبلي نيز بروز اين نوع ناهنجاري را تحت 
ها نشان داده،  يافته .)12( بودكلريد كارباكول نشان داده 

تركيباتي كه خاصيت تقليد گري كولين دارند باعث افزايش 
علت اين  . ه مي شوندنا هنجاري پا چنگكي در جنين جوج

ماهيچه اي است  و عدم تكامل بافت نوع ناهنجاري تحليل
جه رقابت با استيل كولين براي متصل شدن به كه در نتي
يكي از . )10،12، 7(دهد  هاي استيل كولين روي مي گيرنده

عوامل نارسايي در تكوين بافتي رويداد مرگ برنامه ريزي 
مكن است توسط عوامل اين رويداد م. باشد شده سلولي مي

بر اساس اين تحقيق  ).1(خارجي و سمي القاء گردد
سلولهاي كبدي  مقاومت قابل توجهي در مقابل سميت 
كاربوكسين نشان دادند كه احتمالاً ناشي از توانايي متابوليزه 

 تجمعبا توجه به . باشد شدن تركيب توسط اين سلولها مي
، غلظتهاي نوريزيستي اين گونه تركيبات در بافتهاي جا
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Abstract 

Inadequacy of foods for human societies has led to an irregular increment of pesticides 
usage in agriculture. In this study, the teratogenic effects of Carboxin, a broad spectrum 
fungicide in agriculture, was evaluated on chicken embryo. Carboxin was dissolved in 
acetone and injected into yolk sac in concentrations range of 20- 400 µg/egg. The 
compound could cause death and a number of abnormalities in the embryos. Skeletal 
staining showed the caudal vertebrates were not calcified and the long bones were 
significantly shortened and distorted. In concentrations of 200 and 400 µg/egg, the main 
external abnormality was clubfoot. Treatment of the liver cell culture with carboxin 
showed a significant antiproliferative activity. In the concentrations of 5, 10, 25, 50 and 
100 µg/ml, the cell viabilities were 80, 76, 65, 60 and 52%, respectively, showing the 
IC50 of 102 µg/ml for the compound.  

Keywords: Carboxin, cytotoxicity, chick embryo, teratogenecity, clubfoot   

 

 
 


