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 0چکیده

ساختار و عملکرد هموگلوبین برای تعیین مکانیسم مولکولی اثر سم میكارتاپ بر  هدف این تحقیق بررسی اثر سم

سنجی جذب فرابنفش مرئی، های طیفپذیری هموگلوبین انسانی با روشباشد. در این پژوهش، اثركارتاپ بر ساختار و تجمع

ت. مورد بررسی قرار گرف، وتحرارتی، فلورسانس و تبدیل فوریه در دو حالت تیتراسیونی و انکوباسیونی و در غلظت های متفا

قادیر گردد. آنالیز متغییرات جذب مشاهده می، های مختلف از سمسنجی فرابنفش مرئی نشان داد كه با افزودن غلظتنتایج طیف

های فعال هموگلوبین در كاهش گونه ینشان دهنده هموگلوبین در حضور مقادیر مختلفی از سم كارتاپ،داكسی و مت-اكسی

پذیری و همولیز گلبول قرمز با اضافه نمودن غلظت سم افزایش نشان داد. در طیف سنجی ود. همچنین تجمعحضور سم ب

 .فلورسانس تخریب جزئی همِ رخ داد و در مادون قرمزتغییر ساختار دوم هموگلوبین مشاهده نشد

 آفت ُكش، سلول های قرمز، طیف سنجی، همِ، همولیز. واژه های كلیدی:

 مقدمه

ا هكشرویه از آفتافزون و بیروززیست و آلودگی منابع آب و خاک، استفادهیکی از مسائل مورد توجه در محیطامروزه 

های شیمیایی شامل سموم كلره، ارگانو فسفره، كشباشد. آفتو سموم دفع آفات در حفاظت از محصولات زراعی و كشاورزی می

استفاده  های هرز، عوامل بیماری زا و امثال آن تولید وت آفاتی چون حشرات، علفباشند كه برای كنترل جمعیها و .. میكاربامات

ها و ها، اندامی اثر خود برروی ارگانیسمها با نسبت هایی متفاوت و بسته به مکانیسم و نحوهكششوند. از آنجا كه همه آفتمی

ی و ها می تواند باعث بروز بیماركشغیرمستقیم انسان با آفتگذارند، تماس مستقیم و فرایندهای حیاتی اثرات مضر و سمی می

نمایند. لذا رعایت اصول بهداشتی و پیشگیری علاوه خساراتی را به سایر موجودات زنده مانند گیاهان نیز وارد میمرگ گردد، به

  .(Ali et al., 2014; Dehghani., 1385; Talebi Jahromi., 1385)محافظت كند. تواند جانداران را در برابر خطرات این سموم می
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متفاوت و مجزا  یو سم شناس یمیاییش با خصوصیاتگروه از مواد  ینشامل چند طور كلیها بهكشحشرهدر دسته هاكاربامات

 باشندها مغز، كبد، عضلات اسکلتی، و قلب میدارای سمیت بالادر پستانداران هستند و اندام هدف اصلی آن هك هستند

(Sraylv.,1376). ملایم بوی با پسند،رطوبت كمی رنگ،بی كریستالی جامد، ایماده كارباماتی، سموم گروه هیدروكلراید ازكارتاپ 

و سایر حشرات جونده و مکنده بکار  خوار نواری برنج( برای مبارزه با آفاتی چون كرم ساقهPadan)پادان  تجاری نام با و باشدمی

 ینندهكمسدود یك عنوانبه و است حشرات مركزی عصبی سیستم در كولینرژیك انتقال انسداد این سم،مکانیسم اثر  رود.می

 S,S′-(2dimethylaminotrimethylene) شیمیایی فرمول با كارتاپ كشحشره. شودمی گرفته نظر در عضلانی عصبی

bis(thiocarbamate)- hydrochloride، طبیعی سم اكسیداسیون با  nereistoxin (NTX )9،7-( متیل دی) -5]تشکیل-

و  گرم بر كیلوگرممیلی 945-954برای پستانداران  سم كارتاپ 50LD  (lethal dose)ی دهد. متوسط دوز كشندهمی[ دیتیولان

برای پرندگان و  این سمگرم بر لیتر است. میلی 1/9برای ماهی ها 50LC (lethal concentration )متوسط غلظت كشنده یا 

 .(Motevalian.,1380; Aldridge& Magos., 1978) دارد بالاییها و دیگر موجودات آبزی سمیت ماهی

 با هموگلوبین گاوی TL (Thiacloprid) تیاكلوپراید  كشبرهمکنش حشرههای صورت گرفته در این زمینه، در پژوهش

BHB (Bovine Hemoglobinتحت شرایط فیزیولوژیکی با ) دورانی نماییرنگسنجی دوسنجی فلورسانس، طیفاستفاده از طیف 

CD (Circular Dichroism Spectroscopyو مدل )كه تعامل بین  دادنتایج نشان  .سازی مولکولی مورد بررسی قرار گرفتTL  و

BHB  كه شدت فلورسانس طوریبه ك می باشدییك روند استاتBHB  به طور منظم با افزایش تدریجی غلظت تیاكلوپراید كاهش

همچنین  .(Chen et al., 2010) میتواند به پیوند هیدروژنی و تعاملات آبگریز منجر گردد TL–BHbیافت و همچنین كمپلکس 

گزارش  كپور ماهی سرمی و خونی هایپارامتر بر دیازینونفسفرهارگانو و آندوسولفان كلرهارگانو تاثیرسموم بررسیطی پژوهشی 

 كاهش و هموگلوبین غلظت كاهش قرمز، هایگلبول تعداد كاهش سبب دیازینون و آندوسولفان شده است كه نتایج آن نشان داد

هیدروكلراید  . مطالعات مختلف برای بررسی تاثیر سم كارتاپ(Mahdaviasl., 1390)شدند  كپور ماهی در خون هماتوكریت درصد

ایی و زآنزیمی و جهشژنی، بازدارندگیمثل، تراریختگیبه صورت موردی روی تحریك پوست، سوزش چشم، اثرات تنفسی، تولید

روی موش، خرگوش و سایر پستانداران انجام گردیده است؛ نتایج مطالعات موردی مدت برمدت و درازنیز آزمایشات بالینی كوتاه

های عصبی و عضلانی در برخی ثبت این سم بر اختلالات باروری در نسل اول)والدی(، مسدود شدن فعالیتی اثر منشان دهنده

نفس به صورت خفیف و موقتی بود و نتایج حاصل از مطالعات بالینی شامل افزایش چشم و تنگیهای جانوری و سوزشگونه

. (inchem., 1978) استراز بوده استهش فعالیت كولینهای قرمز خون و كانیتروژن و اوره خون، كاهش درصد حجمی گلبول

علائم آن همراه با استفراغ، تشنج، دارد و گزارش از مسمومیت كارتاپ در انسان در ژاپن و هند وجود ین چندعلاوه بر این، 

 Kumar et al., 2013; Raza) .است گزارش شده شدن مردمك()گشاد نفس، ترشح بزاق، اسپاسم و میدریازیسشکم، تنگیدرد

et al., 2013) بتا یرواحدو دو ز اسیدآمینه 959با  آلفاپروتئین تترامر كروی محلول است و از دو زنجیره یکسان  هموگلوبین یك 
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 پروستتیك گروه آن به است كه (heme)هموگلوبین دارای بخش غیرپروتئینی موسوم به همِ شده است. یلتشک اسیدآمینه 951با 

ت. اس گرفته قرار آن مركز در ظرفیتیدو آهن اتم یك كه پورفیرینی حلقة یك از عبارتست هِم. گویندمی نهموگلوبی مولکول

 pHهای تنفسی،  تنظیم ماهیت تترامری هموگلوبین برای عملکرد بیولوژیکی آن بسیار مهم است كه انتقال اكسیژن به ارگان

ها به هموگلوبین اهمیت زیادی دارد كشجمله است. از این رو اتصال آفتآن های بالینی ازخون و درگیری در بسیاری از بیماری

(Perutz& Lehmann.,1968; Abbasi-Tejarag et al., 2014) . 

ی و خون یبر فاكتورها یژهواثرات مضر سموم بر سلامت انسان و به     یزو ن ینهموگلوب ینپروتئ یتاهم در نظر گرفتنبا 

ررسی  تحقیق حاضر به ب  این پروتئین انجام نشده است،  سم كارتاپ با   درخصوص اثرات مولکولی از آنجا كه تاكنون پژوهشی   نیز

ــاختاری و عملکردی هموگلوبین به عنوان پروتئینی كه نقش مهمی در انتقال اكســیژن دارد، در حضــور غلظت  تغییرات ای  هس

 پردازد.سنجی میهای مختلف طیفمختلف سم كارتاپ و با تکنیك

 هامواد و روش

 تهیه مواد مورد استفاده

ــم كارتاپ ه ــد  19گرانوله با خلوص  یدروكلرایدس ــركت سـ ـدرص ــد. یداری( خریکا)آمریگما از ش در این مطالعه  ش

سالم و غیر  هموگلوبین از خون ستخراج گردید Austen Riggs سیگاری طبق پروتکل فرد  سازی هم . ا گلوبین به این وروش جدا

، شودمینتریفیوژ و محتوای پلاسمایی آن جداسازی دور در دقیقه سا 9555باشد كه خون تازه هپارینه شده با سرعت ترتیب می

دور  95555دنبال آن سانتریفیوژ باسرعت   هقرمز خون سه مرتبه با محلول نمکی ایزوتونیك شستشو داده و ب     هایسپس گلبول 

دور در دقیقه خارج شدند و در   95555ی سانتریفیوژ  ی غشای سلولی نیز بوسیله   دهندهاجزای تشکیل . شود میدر دقیقه انجام 

برای  (Riggs., 1981). ساعت دیالیز شد 75برای مدت  pH=2مرتبه با محلول بافر فسفات   سه نهایت محلول هموگلوبین حاصل  

 ها در روز آزمایش تهیه گردیدند.استفاده شد و تمامی محلول  =2pHها از بافر فسفات با ی محلولتهیه

 ول قرمز خونمطالعات همولیزی روی گلب 

سلول  سالین        همولیز  سط محلول بافر  شو تو ست ش صد( و همچنین  NaCl 1/5ایزوتونیك )های قرمز خون با كمك  در

صفر  شاهد  عنوان بهدو نمونه ساخت كشور ژاپن صورت گرفت.     Hitachiدستگاه سانتریفیوژ دور بالای مجهز به سیستم برودتی     

 درصــد 955و نمونه  یتآنال یجاهبا اســتفاده از آب ب صــفر درصــد كه در نمونه یطورهب آماده شــد یزن درصــد 955 و درصــد

ستفاده از  تر  یسلول یزل سپس نمونه برای مدت  گرد یهتهX  – 955یتونبا ا   یدرجه 92دقیقه در حمام آبی و در دمای  54ید. 

گیری در طول هموگلوبین جدا گردید و برای اندازهدور بر دقیقه، فاز فوقانی  9155گراد تیمار شد و پس از سانتریفیوژ در   سانتی 
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ــتگاه طیف    455موج  ــط دسـ ــی قرار گرفت  نانومتر توسـ ــنجی فرابنفش مرئی مورد بررسـ  ;Ariaeenejad et al., 2014 )سـ

Hosseinzadeh& Moosavi Movahedi., 2016; Maghami et al., 2014)   . 

 سنجی فرابنفش مرئیمطالعات طیف

ولار به مت ســاختاری از طیف فرابنفش مرئی تهیه شــده از محلول هموگلوبین با غلظت یك میلیبرای بررســی تغییرا

های مشخص از سم به روش تیتراسیونی و انکوباسیونی در فواصل زمانی یك، دو و سه ساعت در ناحیه طول موج         همراه غلظت

ستگاه     955-755 سط د شد،          (carry)كری فرابنفش -سنجی مرئی طیفنانومتر انجام گرفت تو ستفاده  سترالیا ا شور ا ساخت ك

رفته ی آزمایشات نیز با سه بار تکرار انجام گ  كلیه قرار گرفتند. یمورد بررس  یزآنال برایدست آمده  هب یفیط ییراتتغسنجی  طیف

 .است

 پذیری پروتئینتجمعمطالعات 

س  سم كارتاپ    ینهموگلوبپذیری تجمع یبرر ضور  ستگاه  در ح ساخت   Ultrascan XEمدل  حرارتیسنجی  طیف با د

تنهایی و در حضـور  پذیری پروتئین در حضـور سـم، تغییرات جذب هموگلوبین به  برای بررسـی تجمع  انجام شـد. كشـور آمریکا  

ــم كارتاپ غلظت ــیوس  یدرجه 15 ینانومتر در دما 914در طول موج های مختلف از س ــلس ثبت  یهثان 955در طول مدت  س

   .یدگرد

 سنجی فلورسانسمطالعات طیف

ی ســانتی گراد و غلظت یك میلیدرجه 74ها در دمای ســنجی فلورســانس نرمال، طیفهای طیفبرای انجام آزمون

 515و  979های مشـخص از سـم به دو روش تیتراسـیونی و انکوباسـیونی در دو طول موج تهییج و نشـر      مولار به همراه غلظت

 ثبت گردیدند.   استرالیا كشور وریان شركت ساخت اكلیپسیكر فلورسانس سنجنانومتر توسط دستگاه طیف

    FTIR - ATR  سنجیمطالعات طیف 

 FTIR (Fourier Transform InfraRed Spectroscopy) -ATR   (Attenuated Total Reflection) یسنج یفط یا 

ــی جهش   ــاس جذب تابش و بررسـ ــی مولکول هایمادون قرمز بر اسـ ــاختار و  چند اتمیهای ها و یونارتعاشـ برای تعیین سـ

سانی در    كار میو شناسایی تركیبات آلی به  ی یهای شیمیا گیری گونهاندازه رود. برای بررسی تغییرات ساختار دوم هموگلوبین ان

ی عدد موج ساخت كشور آمریکا در ناحیه Thermo Nicolet NEXUS 670از دستگاه مدل هیدروكلراید اثر برهمکنش با كارتاپ

1-cm 9255-9155 آمید(Iو  ) 1-cm  9455 آمید(II.ــتفاده گردید ــم خا  ATRمحلول  پنجانجام كار  یبرا ( اس ــامل س لص، ش

 .تهیه گردید غلظت هموگلوبین برابر دو و برابر ،نصف با مقادیراز سم  یبیمحلول ترك سهو  ص،خال هموگلوبین



 
 

 ...حضور  در انسان هموگلوبین پذیریتجمع و ساختار تغییراتبررسی/  14

 نتایج و بحث

 اثر همولیزی سمهای حاصل از بررسی یافته

شای گلبول  لیزتخریب یا همولیز در واقع  سمای خون  غ شدن هموگلوبین به پلا ست  های قرمز و آزاد  سبب قرمز   ا كه 

نجام ا مانند فشار اسمزی، برخی مواد شیمیایی و یا سموم     ممکن است تحت تاثیر عوامل مختلفی . همولیز شود شدن پلاسما می  

از مطالعات مهم در خصـــوص مواد مختلف  یکیقرمز  یهاگلبول یبر رومختلف  یهایتآنال یتیكاثرات همولی مطالعه. شـــود

ست  شان   . ا ست آمده از اثر همولیز كارتاپ ن سم می    یدهنده نتایج بد سب با افزایش غلظت  شد بافزایش لیز گلبول قرمز متنا   ا

 (9شکل(برابر شده است. 95 یباتقر یزن یزغلظت سم كارتاپ درصد همول یبرابر 95 یشكه با افزا یاگونهبه

 

 قرمز خون انسان بالغ سالم یهاسلول یمختلف بررو یهاسم كارتاپ در غلظت یزیاثر همولنمودار :0شکل 

 سنجی فرابنفش مرئیهای حاصل از طیفبررسی یافته

ین گلوبنانومتر مربوط به  794در ی جذب به ترتیب شــامل ســه منطقه 755-955طیف جذبی هموگلوبین در ناحیه 

ــورت یا ناحیه      نانومتر مربوط به   594)جذب تریپتوفان و تیروزین(،    مربوط به   455-155)كمپلکس پورفیرینی آهن( و B سـ

ــی و مت  Q   پیك ــی و داكس ــد. طیفهموگلوبین( می)حالات اكس ــور غلظت باش ــنجی در حض ــم كارتاپ و س های مختلف س

ر ســه ســاعت با فواص زمانی مشــخص انجام گردید و در این مقاله حالت هموگلوبین در دوحالت تیتراســیونی و انکوباســیونی د

 انکوباسیونی با كسب نتیجه بهتر در هر ساعت آورده شده است. 

های مختلف ســم اضــافه كردن غلظتدهد. ( حالت تیتراســیونی مربوط به ناحیه طیفی گلوبین را نشــان می7شــکل)

به هموگلوبین     تاپ  ــیونی    كار لت تیتراسـ حا عث    در  جذب در طول موج   با جا     795افزایش  جاب یك  باتوكروم  یینانومتر و 
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(Bathochromic Shiftو یا قرمز( )انتقال Red Shiftمی ) ــود ــمت طول موجدر نتیجه پیك جذب بهش انرژی و با های بلندتر س

 نانومتر( و  729به  729 نانومتر  از طول موج  در حدود پنج نانومتر   طول موج جذب  حداكثر )تغییر رود، می های كمتر فركانس 

 همراه دارد. افزایش جذب در همین طول موج را به

 
 اثر افزایش غلظت سم كارتاپ بر هموگلوبین در ناحیه طیفی گلوبین.:2شکل

شان می     9شکل)  سورت را ن سیونی مربوط به ناحیه طیفی  سیونی كاهش جذب در  ( حالت تیترا دهد. در حالت تیترا

توان نتیجه گرفت كه تاثیر  گردد ولی میشود و در حالت انکوباسیون نیز همان روند مشاهده می  مینانومتر دیده  594طول موج 

تری اعمال كند.  تواند تاثیرات مخربشـــود و میتر، باعث نفوذ آن به كمپلکس همِ یا آهن میســـم بر پروتئین در زمان طولانی

 )نتایج انکوباسیون در این بخش نیامده است.(
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 تغییرات طیفی ناحیه سورت هموگلوبین با افزایش غلظت سم كارتاپ.  :3شکل

سیونی مربوط به ناحیه 5شکل)  شان می  Qطیفی باند  ی( حالت تیترا نانومتر،   155-455دهد. این ناحیه بازه میان را ن

ــت. همچنین می با دو پیك مجزا دیده می ــیونی جذب آن كاهش یافته اس ــود كه در حال تیتراس های فعال  ش گونهتوان كاهش

سی( و افزایش گونه   سی و داك سم و هموگلوبین( را نیز پیشهای غیرفعال)متهموگلوبین)اك  بینی نمود كه در اینجا رقابت میان 

 دهد.گیری رخ میها در اكسیژنگونه

 
 هموگلوبین با افزایش غلظت سم كارتاپ.  Qتغییرات باند   :4شکل
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نانومتر در دوحالت تیتراسیونی و انکوباسیونی پس  429و  455های موجطول ( تغییرات طیفی در1( و شکل)4شکل)

ی ادهد كه در این دو حالت با افزایش غلظت سم كارتاپ كاهش جذب در تیتراسیون به طور قابل ملاحظهاز ساعت دوم را نشان می

 ست با این تفاوت كه ابتدا بصورت افزایشی وگردد.  در انکوباسیون ساعت دوم روند جذب تقریبا مشابه تیتراسیون امشاهده می

باشد. این نشانه تاثیر سم بر عملکرد هموگلوبین است. در واقع این تغییرات در دو طول موج معین ادامه بررسی بعد كاهشی می

پژوهش صورت گرفته های بیشتر برای میزان تغییرات نیز در این است و بررسی Qهای فعال و غیرفعال در ناحیه طیفی روند گونه

 است.

 

در حالت  (Qنانومتر)باند  511و  544 یهاموجغلظت سم كارتاپ در طول یشجذب با افزا ییراتنمودار تغ :5شکل 

 .است مولارمیلی  0 ین. غلظت هموگلوبتیتراسیونی

 

در انکوباسیون  (Qنانومتر)باند  511و  544 یهاموجغلظت سم كارتاپ در طول یشجذب با افزا ییراتتغ نمودار :6شکل 

 .استمولار  میلی 0 ین. غلظت هموگلوبساعت دوم
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 های مختلف هموگلوبینبررسی گونه

هموگلوبین( در حالت تیتراسیونی های فعال)اكسی( و غیرفعال)داكسی و مت( كه برای بررسی گونه2شکل)با توجه به 

 نیهموگلوبغلظت مت ین كاهش وهموگلوب یغلظت اكس با افزایش غلظت سم كارتاپ، شود كهیمشاهده مرسم گردیده است، 

 .باشدیهِم م یبتخر یجادنشان دهنده احتمال ا یجنتا ینبنابرا. كمتر اما بازهم غالب است ی. حالت اكسیابدیم یشافزا

توسط  ینفعال هموگلوب یهاگونه 455-155های موجتوان در طولمی Qband یهایكپ ییراتبا مد نظرقرار دادن تغاز طرفی 

 : (Benesch et al., 1973)را مورد محاسبه قرار داد  (Bensch)بنش معادله 

 A-5600.6820 A-576=[(1.4747 A 5400.5329^10*(-4[ اكسی هموگلوبین

 ]A-5760.2141 A-560=[(1.4749 A 5401.1042^10* (-4داكسی هموگلوبین

 ] A-5600.8375 A-540A=[(4.5852 5763.7919^10* (-4متهموگلوبین

 

 

 های فعال و غیر فعال هموگلوبین در تیتراسیون هموگلوبین با سم.نمودار گونه:1شکل 

 پذیری پروتئینهای حاصل از تجمعبررسی یافته

شوند متصل میهم ها بهگیرد و پروتئینهای هیدروفوب در معرض قرار می( پاكتaggregationپذیری )در فرایند تجمع

نجی سهای مختلف سم كارتاپ بر تجمع پذیری هموگلوبین نیز با طیفو این اتصال یا برهمکنش برگشت پذیر نیست. غلظت

و  یابدیم یشافزا ینپروتئ یریپذتجمع یزانغلظت سم م یشبا افزامرئی دمایی مورد بررسی قرار گرفت و نمودار نشان داد كه 

كه نشان از سمیت بالای كارتاپ هیدروكلراید بر پروتئین  دهدیتر رخ مكوتاه یهادر زمان یریذپدر شروع تجمع یرزمان تاخ

میزان  شود. باید این نکته را در نظر گرفت كهخوبی دیده میهموگلوبین است. بنابراین وابستگی رابطه میان سم و هموگلوبین به
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باشد. بعد از مدت زمانی معین و در طول موج مشخص سم نیز می پذیری این سم وابسته به غلظت سم و مدت مجاورت باتجمع

 (.9شکل( رسدتجمعات پروتئینی به حالت ثابت می

 

ی ایجاد تجمعات پروتئینی  هموگلوبین ثانیه نشان دهنده 111نانومتر و در مدت  365ینتیکی سم در طول موج اثرك: 1شکل

 در حضور سم كارتاپ با افزایش غلظت است.

 سنجی فلورسانسهای حاصل از طیفیافتهبررسی 

رد كنش سم با هموگلوبین موبرای بررسی برهم فلورسانس یفطمنظور پیگیری تركیبات حاصل از تخریب همِ، دو به

و طیف دوم با  نانومتر 995-545نانومتر با نشر در محدوده  979بررسی قرار گرفتند. طیف اول با حداكثر طول موج تهییج در 

 نشان داده شده است.   515-445نانومتر با نشر در محدوده 515هییج در حداكثر ت

ابد. با یدهد كه فلورسانس در دو حالت تیتراسیونی و انکوباسیون در نواحی تهییج افزایش می( نشان می95( و)1شکل)

سپس  آید وصورت خطی در می شود بلکه پس از آن بهتغییری در افزایش تخریب همِ دیده نمی، این وجود با گذشت زمان بیشتر

 رسد. )نتایج انکوباسیون در این بخش نیامده است.(به پایین ترین حد خود می
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 نانومتر. 320 تهییج موج طول. كارتاپ از مختلف هایغلظت حضور در هموگلوبین فلوئورسانس نشر طیف :3شکل 

 

 

 .نانومتر 461 تهییج موج طول. كارتاپ از مختلف هایغلظت حضور در هموگلوبین فلوئورسانس نشر طیف :01شکل 

  FTIR-ATR سنجیهای حاصل از طیفبررسی یافته

 است پیوند یك هایاتم طبیعی ارتعاش فركانس با مطابق( IR)قرمز  مادون ناحیه در الکترومغناطیس تشعشع فركانس

 مبنای و اساس كه شودمی آن در ارتعاشی حركات سری یك ایجاد باعث مولکول، یك در قرمز مادون امواج جذب از پس و

 .است كششی و خمشی حركات مولکول، یك در ارتعاشی حركات نوع ترینساده. دهدمی تشکیل را قرمز مادون سنجیطیف

 یهرو، ناح نی. از امورد بررسی قرار گرفت یونحاصل از نظر درصد كنفورماس ییراتو تغ یانسان ینهموگلوب ینساختمان دوم پروتئ

(  cm-9 9255-9155 یه)در ناح I یدباند آم یبهای به دست آمده هستند. كه به ترتیفط ینمهم تر IIو   I یدآم یفیدو باند ط

اشد و بیم یدروژنیه یوندپ یلو تشک یوابسته به شکل ساختار اصل یمو به طور مستق( C=Oی )كشش اتعمدتاً مربوط به ارتعاش
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  Hadichegeni)باشدیم (N-Cی )و ارتعاشات كشش (H-Nی )از ارتعاشات خمش ی( ناشcm-9 9495-9495 یه)در ناح II یدباند آم

et al., 2015; Goldberg& Chaffotte., 2005). 

هموگلوبین به تنهایی در غیاب سم، كارتاپ هیدروكلراید خالص و تركیب هموگلوبین و  ATR-FTIR(، طیف 99شکل)

جابجایی مشاهده نشد بنابراین تغییر  IIو  Iی آمید دهد. در این نمودار در ناحیهتلف را نشان میهای مخمحلول كارتاپ با غلظت

 محسوسی در ساختار دوم هموگلوبین بر اثر برهمکنش با كارتاپ ایجاد نشده است.

 

 

 دست آمده از هموگلوبین به تنهایی و در حضور سم كارتاپبه  ATRطیف  :00شکل 

 گیرینتیجه

رویه از كودها و سموم شیمیایی در زیست نقش زیاد دارد، استفاده بیعواملی كه امروزه در تخریب محیطیکی از 

ها و حیات و سلامت انسان است زیست بلکه بر صنایع مختلف آسیب جدی وارد كردهتولیدات كشاورزی است كه نه تنها به محیط

 به و حاد صورت به زامسمومیت دیگر عوامل و سنگین فلزات و سموم اثرات  مورد در جانوران نیز از آثار سوء آن در امان نیستند.

گیری تغییر لذا همچنان به آزمایشات مختلف برای اندازه است،  شده مطالعات فراوانی حیوانی( هایمدل در مزمن )بیشتر خصوص

این تحقیق برای بررسی اثرات بیولوژیکی سم . در (Talebi Jahromi.,1385) باشد پارامترهای خونی ناشی از این سموم، نیاز می

روتئین پ)های مختلف این سم روی هموگلوبین سنجی اثرات غلظتهای مختلف طیفكارتاپ در سطح مولکولی با استفاده از روش

 شکیهای بهداشت عمومی، دامپزكارباریل در برنامهرسانی دارد( مورد بررسی قرار گرفت. مهم خون كه نقش مهمی در اكسیژن

ین در بدن لوكها نیز استیلدر مسمومیت با كاربامات و كشاورزی برای مبارزه با آفات گوناگون به طور گسترده به كار رفته است.
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ش ترشحات ای، افزاینبض، اسهال، استفراغ، انقباضات ماهیچهیابد. كندیعصب پاراسمپاتیك، افزایش می عملکردشود و انباشته می

ی توانایی های همولیزی نشان دهنده. نتایج بررسی(Risher et al,.1987) هاستاز عوارض ناشی از مسمویت با كاربامات بدن و...

نی باشد. طیف فرابنفش مرئی در روش تیتراسیوگیری هموگلوبین با سم میهای قرمز و در معرض قراربالای این سم برای لیز سلول

رات آشکار در جذب هموگلوبین در برهمکنش با كارتاپ هیدروكلراید در نواحی گلوبین و باند ی تغییو انکوباسیونی نشان دهنده

نانومتر طیف جذبی در طول موج  4ی تغییرات ساختاری القا شده توسط سم می باشد. جابجایی سورت می باشد كه نشان دهنده

ی درگیری سطح پروتئین در برهمکنش ( نشان دهندهred shiftی گلوبین)نانومتر به سمت طول موج های بلندتر در ناحیه 795

 blue)ی سورت های كوتاه تر در ناحیهموجنانومتر به سمت طول 594با سم و همچنین جابجایی طیف جذبی در طول موج 

shift) باشدنشانگر نفوذ سم به پاكت هیدروفوب می (Hosseinzadeh& Moosavi Movahedi., 2016) تغییرات جذب باند .Q 

فعال هموگلوبین( نیز بیانگر این نکته است كه سم كارتاپ علاوه بر اثرات ساختاری، اثرات عملکردی نیز بر های فعال و غیر)گونه

ی كاهش فعالیت هموگلوبین نانومتر نیز نشان دهنده 429و  455های موجروی هموگلوبین دارد. بررسی تغییرات جذب در طول

 ینهموگلوب یدهد كه اكس ینشان م ینهموگلوب یهاگونه یبررساشد. همچنین نتایج حاصل از بر اثر برهمکنش با سم می ب

اضافه  سم یكم شده و وقت ی( اكسین )است. حالت فعال هموگلوب یافته یشافزا ینهموگلوبو مت ینهموگلوب یكاهش و داكس

ضور پذیری هموگلوبین در حاز طرفی، نتایج میزان تجمع افتد.یاتفاق م یندر هموگلوب یریگیژناكس یگاهرقابت با جا ،شودیم

اشد. بی ایجاد تجمعات پروتئینی و القای تغییرات ساختاری و عملکردی بر هموگلوبین میسم كارتاپ هیدروكلراید نشان دهنده

میت باشد و اهبت میتوان گفت كه افزایش غلظت سم كارتاپ بر هر دو مورد یعنی اثر همولیزی و تجمع پذیری مثدر نتیجه می

و  های ما از بررسی فلورسانساین مقاله آشکار كردن مکانیسم اثر برهمکنش این سم با هموگلوبین بوده است. همچنین یافته

ابزار مهمی برای تشخیص و  دهد كه تخریب محصولات هِمبرهمکنش هموگلوبین با كارتاپ در شرایط آزمایشگاهی نشان  می

اشد كه بهموگلوبین تحت شرایط خاص مانند در معرض قرار گرفتن با سموم یا استرس اكسیداتیو میشناسایی سطوح تخریب 

ط های قرمز تحت شرایخود توضیحی بر مسیرهای واكنشی مسئول تخریب همِ و نیز سنجش حساسی برای هموگلوبین و سلول

یه فور یلتبد یسنجهای طیفست آمده از بررسی(. نتایج بدNagababu & Moses Rifkind., 1998 پاتولوژیکی در بدن است) 

مشاهده نشد، لذا ساختار دوم پروتئین بر اثر برهمکنش با سم تغییر  IIو آمید  Iدهنده این است كه جابجایی در نواحی آمید نشان

مزارع برنج و  با توجه به اینکه سم كارتاپ هیدروكلراید به دلیل وجود (Hadichegeni et al., 2015) محسوسی نکرده است.

های كشاورزی در كشور ایران كاربردهای وسیعی دارد برای جلوگیری از اثرات مضر سم، تعیین مکانیسم اثر آن بر پروتئین زمین

 باشد.حائز اهمیت می
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The Study of structural and aggregation changes of human Hemoglobin in the presence 

of Cartap  
 M. Emadi1, P. Maghami 2*, kh. Khorsandi 3 , R. Hosseinzadeh 4*  

 

 

Abstract0 

The aim of this study was to investigate the effect of Cartap hydrochloride on the structure and function of 

Hemoglobin to determine the molecular mechanism of toxicity of toxin. In this research, the effect of Cartap on 

the structure and aggregation of human hemoglobin was investigated by UV-visible spectroscopy, thermal 

spectroscopy, florescent spectroscopy and Attenuated Total Reflection Fourier Transform infrared (ATR‐FTIR) 

spectroscopy in both titration and incubation conditions and with different concentrations of toxic. Based on UV-

visible spectroscopy results, revealed that absorption spectra were changed by adding different concentrations of 

toxin. Analysis of the levels of oxy-deoxy and Met -hemoglobin in presence of various concentration of Cartap 

showed a decrease in active hemoglobin species. Moreover, the aggregation and hemolysis of red blood cells 

increased in presence of Cartap. In Florescent spectroscopy minor degradation of Heme happened and second 

structure of hemoglobin has not  been altered in presence of toxin. 

 

Keywords: Heme, Hemolysis, Pesticide, Red cells, Spectrophotometry. 
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