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 و برون ريزش آمونيوم ها، نيترات ردوكتاز هاي آنتي اكسيدان، اسموليت آلومينيوم بر فعاليت آنزيم رثا
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 دانشگاه آزاد اسلامي واحد گرگاندانشجوي كارشناسي ارشد -3

 ندانشگاه آراد اسلامي واحد گرگادانشكده علوم ،گروه زيست شناسي :آدرس 

 مقدمه
به    عمدتاً .و انعطاف پذير استرنگ عنصري نقره اي .است 13و عدد اتمي  Alآلومينيوم يك عنصر شيميايي با علامت 

ون دارد، همچنين وزن و قهدرت آن قابه    و از نظر مقاومتي ك  در برابر اكسيداسي شود صورت سنگ معدن بوكسيت يافت مي

 و (ايزوتپ پايدار) Al-27تنها  .اند مرتب شده 33 تا 23ترين آنها بين  پ است ك  عمدهوايزوت 9آلومينيوم داراي  .توج  است

Al-26 (ايزوتپ راديواكتيو) آلومينيوم ب  صورت كاتيون س  ظرفيتي محلول است كه  در للظهت   .ب  طور طبيعي وجود دارند

هها حهاكي    اطلاعات بيولوژيكي اثرات آلومينيوم در جهانوران، گياههان و جلبهك    .شود يلي مولار باعث سميت در گياهان ميم

هها بيشهترين مقاومهت     ميهان ميكروارگانيسه    در .گيهرد  انجام مهي  pHاثرات منفي و بازدارنده آن است ك  معمولاً نيز با تغيير 

ههاي   در خها    سميت آلومينيوم فاكتور محدود كننده رشد براي گياهان .ارچ هاستاسيدي ب  آلومينيوم مربوط ب  مخمرها و ق

 .(Alam & Adams, 1979)باشد  مي 5/5تا  5زير  pHاسيدي با 

كال هيدروكسي ، راديكال اكسيژن، يهاي واكنشگر مانند راديكال سوپراكسيد، راد يد اكسيژنلپاسخ ب  استرس آلومينيوم با تو

هاي واكنشگري ك  در  اكسيژن. (Teresa et al., 2003) هاي سمي پراكسيد هيدروژن همراه است ولكولاكسيژن يكتايي و م

سلول توليد ميشوند ب  وسيل  دو سيست  آنتي اكسيداتيو آنزيمي و لير آنزيمي س  زدايي ميشوند در صورت عدم س  زدايي 

فلزات سنگين استرس اكسيداتيو را القاء  ب  طور كلي.موجب آسيب جدي ب  پروتئين ها، ليپيدهاواسيدهاي نوكلئيك ميشوند

 ,Asadi and Takahashi)شوند  و نيز با گسيختن زنجيره انتقال الكترون منجر ب  توليد آنيون سوپر اكسيد مي. كنند مي

ايند انتقال هاي دفاعي متفاوتي را در مقاب  آلومينيوم ب  كار مي گيرند، ك  شام  عدم فر موجودات زنده مكانيس . (1987

هاي آلي تشكي  ميدهند، مانند  ب  نظر ميرسد تركيباتي ك  با آلومينيوم كمپلكس پايداراسيد.هاي س  ظرفيتي مي باشد يون

هاي جلبك شام  ليز شدن و زوال تدريجي  تاثيرات مه  آلومينيوم بر سلول .دهند اگزالات، اثر سمي آلومينيوم را تخفيف مي

ها را ب  سمت  رسد ك  آلومينيوم ب  صورت سينرژيكي روي لشاي سلولها اثر گذاشت  و آن نظر مي ب . ستا ها  لشاهاي سلول

همچنين فلزات ديگر نيز ميتوانند بر روي جلبك ها تاثير بگذارند، از (.et al.,2007 Sacan)د  كشان مي زوال و نابودي

 teodoresco Dunaliellaرا در جلبك  وم رشدآلومينياشاره كرد ك  در حضور  كونجمل  اين فلزات ميتوان ب  سيلي

salina اتفاق مي افتد  كوناين در حالي است ك  در جلبت كلرلا وولگاريس اين مسئل  در عدم حضور سيلي.تحريك ميكند

(Exley et al., 1993). همچنين كادميوم نيزبر فتوسنتز جلبك teodoresco Dunaliella salina  از طريق ك  كردن

پلاست تاثير گذار است ،علاوه بر اين كادميوم باعث افزايش ميزان ليپيد وكاهش حج  پيرونوئيد نيز ميزان كلرو
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هاي مختلف آلومينيوم بر فعاليت  سي اثر للظترب  طور كلي هدف از اين تحقيق بر. (Visviki & Rachlin ,1993)ميشود

بوده  D. salina  وم با توج  ب  نقش حساس آنها در نموو برون ريزش آموني آنتي اكسيدان ها، اسموليتها، نيترات ردوكتاز

 .است

 

  مواد و روشها  

و 533033،333،233،133،3  با للظت هاي مختلفAlClз سالينا در محيط كشت جانسون داراي  جلبك دوناليلا

 ساعت روشنايي و23لوكس با تناوب  1533شدت نور   و  درج  سانتي گراد 22  ± 2با دمايpH7/5   ،ميكرومولار 1333

 نتايج  .انجام  شد در هر روز  همچنين هوادهي ب  كمك  پمپ  هوادهي ،رشد داده شد در طي ده روز ساعت تاريكي0

محاسب  و ب  صورت ميانگين و انحراف   مورد  هر  براي تكرار  3 در نظر گرفتن  با   مختلف  مقادير  سنجش  حاص  از

انجام شدند و براي  053/در سطح  SPSSافزار  با استفاده از نرم (Anova)يز واريانس آزمون آنال. اند معيار معرفي شده

 .استفاده شد Excelافزارها  رس  نمودارها از نرم

 

 (Koroi, 1989)سنجش فعاليت پراكسيداز

 .جهت بررسي اثر آلومينيوم بر فعاليت آنزي  پراكسيداز در جلبك مراح  زير انجام شد

 گيري صارهتهي  محلول ع (الف

 2333گرم پلي اتيلن گليكول  53 و EDTA Na2گرم  2گرم بوراكس،  3/8گرم اسيد اسكوربيك،  2 گرم تريس با1/2

 .ميلي ليتر با آب مقطر133ميلي ليتر رسانيده شد و رساندن حج  ب   1333مخلوط و توسط آب مقطر ب  حج  

 استخراج عصاره آنزيمي (ب

دور، نگههداري   0333محلول عصاره گيري، سانتريفوژ محلول ب  مهدت نهي  سهاعت بها     ليتر سائيدن جلبك با چهار ميلي

 .درج  سانتيگراد033محلول رويي در دماي 

 سنجش فعاليت آنزي   (ج

ليتر بنزيدين محلول  ميلي 2/3درصد و  3ليتر آب اكسيژن   ميلي 0/3با  مولار 2/3ميلي ليتر تامپون استات  1مخلوط كردن 

 533ليتر عصاره آنزيمي ب  مخلوط و خواندن جذب در طول موج  ميلي 1/3مولار، اضاف  كردن  31/3  و درج 53در الك  

 .نانومتر و محاسب  فعاليت آنزي 

 

 (Chance and Maehly, 1995)سنجش فعاليت كاتالازي 

ميكرومهول آب   pH 6.8 ،1333ميكرومهول بهافر فسهفات بها      333گيري فعاليت آنزي  شام   مخلوط اندازه ميلي ليتر 5

درج  سانتي 25دقيق  در دماي 1ليتر عصاره آنزيمي دوباره رقيق شده، قرار دادن مخلوط ب  مدت  ميلي 1و  تهي  شده اكسيژن 

اضهاف    ب  مخلوط جهت توقهف فعاليهت آنهزي     (ب  نسبت حجمي) درصد2ميلي ليتر اسيد سولفوريك  13 قرار گرفت  و گراد

فعاليت آنزي  بر حسب تجزيه    .تيتر شد نرمال تا تشكي  رنگ صورتي كمرنگ 31/3پتاسي  با پرمنگنات  حاص  مخلوط .شد

 .شد  محاسب  قيق ديك ميكرومول آب اكسيژن  در يك 
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 (Arrigoni et al, 1994)سكوربات پراكسيدازي آسنجش فعاليت 

ميلهي ليتهر بهافر    2ر ايهن سهنجش   د .شهود  جهت بررسي فعاليت اين آنزي  از عصاره آنزيمي آنزي  پراكسيداز استفاده مي

ميكرو مولار در حمهام يهخ مخلهوط     53اسكوربات ليتر ميلي 2/3درصد و 3ميلي ليتر آب اكسيژن   2با  مولار را 35/3فسفات 

 . ده شدخوان نانومتر  525ن اضاف  كرده سپس تغييرات جذب در آنزيمي ب  آميلي ليتر عصاره  1/3نموده و بلافاصل  

 

 (Giananntolitis &Ries, 1977)پر اكسيد ديسموتازيسنجش فعاليت سو

پس از تهي  عصاره آنزيمي فعاليت سوپراكسيد ديسموتازي با اندازه گيري قابليت هر عصاره در بازداشت واكنش احياي 

نهانومتر، توسهط محلهول داراي عصهاره      553سپس خواندن جذب در طهول مهوج   .فتوشيميايي نيترو بلوتترازوليوم تعيين شد

سپس فعاليت انزي  سوپراكسيدديسموتازي بر اساس واحد آنزيمي بهراي  .زيمي بدون روشنايي ب  عنوان شاهد تنظي  گرديدآن

  .دقيق  محاسب  شد 15ها در مدت  تمام نمون 

 

 (Sairam & Srivaatava, 2002)گليسين بتائين  سنجش

ليتهر آب مقطهر    ميلي 23در  شده، رسوب جلبكي را دور سانتريفوژ 1333هاي توزين شده در  ده ميلي ليتر جلبك در لول 

ليتهر   ميلهي  8/3نرمهال رقيهق كهرده،     2ساييده دوباره سانتريفوژ كرده، محلول رويي ب  نسبت يك ب  يك با اسيد سهولفوريك  

دور سهانتريفوژ   1333، سهپس در  نگههداري شهد   ساعت در دماي صفر درجه  15محلول  .زده شديديدين اضاف  كرده و ه  

ساعت جذب  3پس از . ديكلرواتان مخلوط و ه  زده شد 2و 1ميلي ليتر  9ليتر از محلول رويي جدا و با  ه و يك ميليدگردي

 .نانومتر خوانده شد 355محلول تحتاني در طول موج 

 

 (Bates et al., 1973)سنجش پرولين 

هها تهوزين شهده، در     يتر جلبك در لوله  ل ميلي 13 (تولوئن اسيد نينهيدرين، اسيد استيك خالص و)ها  پس از تهي  معرف

دور  1333سهپس در   .شهد سهائيده  درصهد اسهيد سولفوسالسهيليك     3ميلهي ليتهر محلهول     13شده، در  دور سانتريفوژ 1333

ليتهر اسهيد اسهتيك     ميلهي  3ليتر اسهيد نينهيهدرين و    ميلي 3ميلي ليتر محلول رويي را ب  لول  ديگر منتق  كرده،  2سانتريفوژ و 

پس از ثابت شدن و تشكي  دو لاي  رنگي مجزا، جذب لايه  فوقهاني    .شدتر تولوئن اضاف  يل ميلي 0ف  كرده سپس خالص اضا

 .خوانده شدنانومتر  523 در طول موج

 

 (Sym, 1984)سنجش فعاليت نيترات ردوكتاز

در  گهراد  سهانتي  درجه   33جهت بررسي فعاليت نيترات ردوكتاز در ابتدا جلبك توزين و ب  مدت يك ساعت در دمهاي  

ليتر از محلول، يك ميلي ليتر گهريس يهك و دو افهزوده و     ميلي 2بعد ازگذشت مدت زمان لازم .تامپون فسفات نگهداري شد

جهت يافتن للظت نيتريت حاص  از احياي نيترات تحت تهاثير انهزي    .نانومتر خوانده شد 523جذب نوري آن در طول موج 

ها ي مختلف استفاده شد و ب  ازاي مقدار نيتريت توليد شهده در   رد نيتريت سدي  در للظتنيترات ردوكتاز از منحني استاندا

  .گرم ماده تر فعاليت آنزي  محاسب  شد

 

 (Solorzano, 1969)سنجش آمونيوم        

 كهرده  ليتر از سوسپانسيون جلبكهي را سهانتريفوژ   ميلي 13ب  اين ترتيب ك  ز روش فنات انجام شدامونيوم آن ريزش وبر

زنهي  و سهپس    ب  سوپر ناتانت افزوده و مخلوط را با همزن مغناطيسي ه  مي 4MnSo محلول (ml35/3)ابتدا يك قطره 
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دستگاه اسپكترو  سپس .افزوده شدمعرف فنات ( ml5/3)بلافاصل  يك قطره . كني  اسيد هيپو كلروس اضاف  مي ml5/3ب  آن 

 .خوانده شد nm630هاي مربوط  در طول موج  كرده و جذبفتومتر را با شاهد صفر 

 

 نتايج

 ها اثر آلومينيوم بر آنتي اكسيدان

تمهامي   .(P>0.05)باشهد  دار نمهي  معنهي  1 شهك  هاي مختلف آلومينيوم بر فعاليت پراكسيدازي با توج  ب   اثر للظت -

حروف يكسان نشان دهنده اين است كه  اخهتلاف معنهي     .نشان ندادندداري  تيمارها نسبت ب  شاهد و يكديگر اختلاف معني

 .داري بين تيمارها وجود ندارد

 
 )gˉ¹.FW)µ بر حسبهاي مختلف آلومينيوم  در للظتD.salinaجلبك فعاليت پراكسيدازي  -1 شك 

 

 

كهاهش فعاليهت در تيمارههاي     (. <P 35/3)باشد دار مي معني 2 شك توج  ب   بالومينيوم بر كاهش فعاليت كاتالازاثر آ -

نشهان دهنهده ايهن     متفاوت حروف .دار بوده است ميكرو مولار آلومينيوم نسبت ب  تيمار شاهد معني 1333 و 533، 033، 133

 .است ك  اختلاف معني دار بين تيمارها وجود دارد

 
 (gˉ¹.FW) برحسب هاي مختلف آلومينيوم للظت درD.salinaجلبك  فعاليت كاتالازي -2 شك 
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افزايش فعاليت  .(<P 35/3)باشد دار مي معني 3 شك اثر آلومينيوم بر افزايش فعاليت اسكوربات پراكسيداز با توج  ب   -

 .نسبت ب  تيمار شاهد مشاهده شده است مولار ميكرو 333 و 233در تيمارهاي 

 
 (µgˉ¹.FW) بر حسب هاي مختلف آلومينيوم للظتدر D.salinaجلبك فعاليت آسكوربات پراكسيدازي  -3 شك 

  

در للظهت  (0) شهك  با توج  به    (.<P 35/3)بوده استدار  اثر آلومينيوم بر كاهش فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز معني-

 .ها مشاهده شده است داري نسبت ب  تيمارشاهد و ساير للظت ميكرو مولار كاهش معني 333

 
 (gˉ¹.FW) بر حسبهاي مختلف آلومينيوم  للظتدر D.salinaجلبك ي فعاليت سوپركسيد ديسموتاز -0 شك  
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 ها اثر آلومينيوم بر محتواي اسموليت

تمامي تيمارها نسبت ب  تيمار شهاهد   .(<P 35/3)دار بوده است معني 5 شك اثر آلومينيوم بر ميزان پرولين با توج  ب   -

 اند  داري را نشان داده معني (كاهش) اختلاف

 
 gˉ¹.FW) (µg.بر حسب هاي مختلف آلومينيوم للظت درD.salinaجلبك  محتواي پرولين -5 ك ش

 

تمامي تيمارها نسبت ب  تيمارشاهد با توج  به   (. <P 35/3)باشد دار نمي اثر آلومينيوم بر افزايش گلايسين بتائين معني -

 .داري نشان ندادند افزايش معني (5 )شك 

 
 (mg.gˉ¹.FW) بر حسب هاي مختلف آلومينيوم للظت درD.salinaجلبك  تائينمحتواي گلايسين ب -5 شك 
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 اثر آلومينيوم بر فعاليت نيترات ردوكتاز 

ها نسبت ب  تيمهار   تمامي تيمار .(<P 35/3)باشد دار نمي معني 7 شك اثر آلومينيوم بر فعاليت نيترات ردوكتاز با توج  ب  

 .دندداري نشان ندا شاهد افزايش معني

 
 (mg.gˉ¹.FW) بر حسب هاي مختلف آلومينيوم للظت درD.salinaجلبك فعالييت نيترات ردوكتازي  -7 شك 

 

 اثر آلومينيوم بر برون ريزش آمونيوم 

تمامي تيمارهها نسهبت به  تيمهار     (<P 35/3) .باشد دار نمي معني 8 شك اثر آلومينيوم بر برون ريزش آمونيوم با توج  ب  

 . داري نشان ندادند نيشاهد افزايش مع

 
 

 (mg.gˉ¹.FW)بر حسبهاي مختلف آلومينيوم  للظتدر D.salinaجلبك برون ريزش آمونيوم  -8 شك 
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  نتيجه گيريبحث و 

ك  شام  عدم فرايند انتقال يونهاي س   هاي دفاعي متفاوتي را در مقاب  آلومينيوم ب  كار ميگيرند موجودات زنده مكانيس 

لي تشكي  ميدهند، ماننهد اگهزالات، اثهرات    آب  نظر ميرسد تركيباتي ك  با آلومينيوم كمپكس پايداراسيدهاي . باشد ظرفيتي مي

شود ك  به    هاي واكنشگر توليد مي هاي مختلف اكسيدان هايي نظير انواع اكسيژن در استرس.سمي آلومينيوم را كاهش ميدهند

ههاي   ها آسكوربات داراي نقش حياتي در سلول   در بين آنتي اكسيدانديده شده است ك.رساند ساختار لشا در گياه آسيب مي

 ( Smirnoff et al., 2001) شود هاي واكنشگر مي زنده است و سبب از بين رفتن اكسيژن

هاي كاتالاز و گلوتاتيون پراكسهيداز   در متابوليس  گياه دارد ك  توسسط آنزي  همچنين آب اكسيژن  اثرات مضر اكسيداتيو

 ,.Ames et al) كاتالاز نقش مهمي در افزايش مقاومت ب  استرس اكسيداتيو در شرايط نرمال بهر عههده دارد   .ميرود از بين

1993) 

شود و در شرايط تهنش و در گياههان مختلهف     هاي موثر در مقابل  با اكسيژنهاي فعال محسوب مي آنزي  كاتالاز از آنزي 

كه  كهاهش فعاليهت كاتهالاز را در ارتبهاط بها       (2333) و همكارانPanada تايجطبق ن .ن ب  اثبات رسيده استآافزايش توليد 

نشان دادند د ر اين پژوهش نيز كهاهش فعاليهت كاتهالازي در     Gree gram (Vinga radiata) افزايش آلومينيوم در گياه

Meenakshi(2337 )بهر طبهق نظهر    همچتهين .دار بهود  مولار نسبت ب  شاهد معنهي  ميكرو1333و  533، 033، 133تيمارهاي

ميههزان آسههكوربات پراكسههيداز نيههز  .ميكردنيز كاهش پيدا  حظور مس در جلبك كلرلا وولگاريس كاتالازي در فعاليت

دار  اما فعاليت پراكسيدازي افزايش معنهي ، ميكرو مولار نسبت ب  شاهد نشان داد 333 و 233داري در تيمارهاي  افزايش معني

ميكرومهولار  333در للظهت  دار ي  معنهي ( كهاهش )وتاز نيز نسهبت به  شهاهد اخهتلاف    ديسم اكسيد فعاليت سوپر. ي نداشت

ههاي   طي تحقيقاتي اعلام داشتند كه  افهزايش للظهت آلومينيهوم در محهيط      (.2330) و همكاران Junsu .نشان دادآلومينيوم 

ك  اين نتايج مغاير با نتايج .ستديسموتاز و پراكسيداز را در سندسمدس ب  همراه داشت  ا پراكسيد وساسيدي افزايش فعاليت 

 همچنههين بههر طبههق نظههر    .مههي باشههد  teodoresco Dunaliella salina مههده در مههورد جلبههك   آبدسههت 

Nikookaarدر حظور مس فعاليت آسكوربات پراكسيدازي دراين جلبك افزايش پيدا ميكند( 2335)وهمكاران. 

در گياهان عالي در مقهادير بهالاتري نسهبت به  اسهيدهاي      گلايسين بتائين ب  طور گسترده  هاي مختلف پرولين و در تنش

، بلك  يهك  هدوبرخي محققين معتقدند ك  تجمع پرولين ممكن است يك سيست  حفاظتي نب.آمين  ديگر تجمع پيدا ميكنند

پرولين در زمهان رفهع تهنش به       .(Palleg & Apinall, 1981) اي براي ازت و يا يك منبع انرژي باشد تركيب ذخيره

در اين تحقيق ميزان  .(Bussis & Henink, 1998) رود ن منبع سريع قاب  دسترس نيتروژن و كربن نيز ب  كار ميعنوا

داري نسبت ب  شاهد پيدا  معني كاهشاما ميزان پرولين در تمامي تيمارها  ،داري نداشت  است گلايسين بتائين افزايش معني

كلرلا وولگاريس بيان كرد ك  در حضور مهس  بر روي جلبك پس از بررسي هاي خود Meenakshi(2337) .كرده است

   .ك  اين نتايج مغاير با نتايج بدست آمده در اين پژوهش است افزايش مي يابدميزان پرولين و گليسين بتائين 

دانهي  در طهي فراينهد     چنانچ  مهي . (Richmond, 1988) استفاده كنند توانند از اشكال مختلف نيتروژن كلروفيتا مي -

آمونيهوم وارد   .كننهد  ها نيترات را جذب كرده، با مصرف انرژي ب  نيتريت و سپس آمونيوم تبدي  مي اسيميلاسيون، ريز جلبك

 .گردد هاي مختلف مي شده، سبب توليد اسيد آمين  (گلوتامات/گلوتامين) هاي اسيميلاسيون سيك 

اين تحقيق همان طوري ك  قبلا كفت  شد در تمهامي   مقدار برون ريزش آمونيوم و همچنين ميزان نيترات ردوكتاز در طي

ك  اثر آلومينيوم را بر روي (1387)ك  اين نتيج  با نتايج ساطعي و سروش نسب   داري پيدا نكرده است ها افزايش معني تيمار

ك كلهرلا  روي جلب ك  اثر نيك  راMamta(2330)همچنين .كلرلا وولگاريس مورد بررسي قرار دادند،مطابقت مي كندجلبك 

  .وولگاريس بررسي كرده بود،كاهش فعاليت نيترات ردوكتاز را در اين جلبك گزارش كرد
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هاي مختلف آلومينيوم بر فعاليت پراكسيدازي، نيتهرات ردوكتهاز و بهرون     نتايج اين تحقيق نشان داده است ك  اثر للظت

دار بهوده   پراكسيدازي و سوپراكسيد ديسموتازي معنهي  دار نبوده است اما بر فعاليت كاتالازي، اسكوربات ريزش آمونيوم معني

 .ولي ميزان پرولين را كاهش ميدهد ،همچنين ديده شده ك  آلومينيوم بر محتواي گلايسين بتائين بي تاثير بوده. است
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