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خلاصه

مقدمه: نرخ رو​به​رش��د جمعیت جه��ان و نیاز روزافزون به مواد غذایی، اس��تفادۀ بی​رویه از مواد 
شیمیایی و سموم آفت​کش در صنعت کشاورزی را درپی داشته است و این موضوع موجب آلودگی​

های زیس��ت​محیطی در آب، خاک، هوا و در پی آن بروز مس��مومیت​های حاد و مزمن در انسان و 
سایر جانداران گردیده است. طیف وسیعی از این مسمومیت​ها از​طریق آفت​کش​های ارگانوفسفره 
ایجاد می​شود لذا، تحقیق در زمینۀ فهم ساز​و​کار اثرسموم با رویکرد کاهش بیماری​ها و عوارض حاد 

و مزمن ناشی​از استفادۀ سموم و مواد شیمیایی از اهمیت به​سزایی برخوردار است.

روش بررس�ی: اثر تترااتیل​پیروفس��فات به​عنوان یک س��م ارگانوفسفره بر س��اختار و پایداری 
هموگلوبین انسان بالغ و همچنین اثرات همولیزی این سم با استفاده از تکنیک​های طیف​سنجی 
ن��وری ماوراء بنفش​مرئی نرمال و دمایی و تبدیل فوریۀ م��ادون قرمز )ATR/FTIR( با روش​های 
تیتراس��یون با سم و نیز انکوباسیون در زمان​های مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت و نتایج با نمونۀ 

شاهد مقایسه گردید.

یافته‌ها: میزان پتانسیل همولیزی سم بر​روی سلول​های قرمز خونی در​مقایسه با نمونه​های کنترل 
منفی و مثبت بررسی شد که نشانگر افزایش فعالیت همولیزی سم تترااتیل​پیرو فسفات با افزایش 
غلظت س��م برروی سلول​های قرمز خون می​باشد. بر​اثر بر​همکنش تترااتیل​پیروفسفات با پروتئین 
هموگلوبین در بخش گلوبین و مرکز هِم، تغییراتی القا می​گردد و این پروتئین در اعمال ش��رایط 
حرارتی در​حضور سم رفتار دوگانه​ای را از خود نشان می​دهد. براساس داده​های طیف​سنجی تبدیل 
فوریۀ مادون قرمز نیز ساختار دوم هموگلوبین در برهمکنش با این سم دچار تغییرات نگردیده است.

نتیجه‌گیری: این ترکیب در غلظت​های بسیار پایین توانایی لیز سلول​های قرمز خون و همچنین 
القای تغییرات در س��طح پروتئین هموگلوبین و نفوذ به پاکت هیدروفوب را دارا اس��ت، همچنین 
در ش��رایط حرارتی این توانایی را دارد که ساختار پروتئین را فشرده​تر نماید. تترا اتیل​پیروفسفات 

پتانسیل تغییر ساختار دوم هموگلوبین را ندارد.

واژه‌های كليدی: هموگلوبین، سم تترااتیل​پیروفسفات، طیف​سنجی نوری، همولیز
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مقدمه
همگام با افزایش جمعیت جهان نیاز به مواد شیمیایی نیز رو به افزایش 
اس��ت. به​همی��ن دلی��ل امکانات تولید و فن��اوری مواد ش��یمیایی چه در 
کشورهای پیشرفته و چه در ممالک رو​به​توسعه در حال گسترش می​باشد. 
ام��روزه، مقادیر قابل توجهی از ترکیبات مختلف در س��طح جهان تولید، 
مصرف و نگهداری می​ش��ود ک��ه علیرغم مناف��ع کلان اقتصادی، همواره 
کارب��رد آن​ها توأم با خطرات احتمالی بهداش��تی و زیس��ت​محیطی بوده 
است. استفادۀ بیش​از​حد از سموم کشاورزی برای تولید محصولات بیشتر 
در​حالی در مزارع و باغ​های کش��اورزی گس��ترش یافته که بقایای سموم 
در محصولات کش��اورزی باعث بروز بیماری​های نوظهور و مسمومیت​های 
خطرناک شده اس��ت]1[. از​آنجا​که طیف وس��یعی از این مسمومیت​های 
حاد از​طریق آفت​کش​ها به​ویژه ترکیبات ارگانوفس��فره ایجاد می​شود، لذا 
تحقیق در زمینۀ درک مکانیسم اثر با رویکرد کاهش بیماری​ها و عوارض 
حاد و مزمن ناشی از استفادۀ سموم و مواد شیمیایی حائز اهمیت است و 
دانشمندان بسیاری در این زمینه به تحقیق و مطالعه می​پردازند]2[. تترا​
اتیل​پیروفسفات یک استر ارگانوفسفرۀ بسیار سمی و اولین ترکیب از گروه 
ارگانوفس��فره می​باشد که به خاصیت آنتی​کولین​استرازی آن پی برده​شده​

است]3[. این ترکیب که به​عنوان آفت​کش و کنه​کش در کشاورزی کاربرد 
دارد، ترکیبی سمی است که در​صورت مسمومیت، خطرات زیادی را برای 
انس��ان و جانوران در​پی دارد و همچنین در دوزهای بالا مهلک می​باش��د 
 mg/Kg به​طوری​که  مقدار دوز کش��ندۀ آن از​طریق خوراکی برای انسان
1/429 و کمترین دوز کشندۀ )LD LO( آن از​طریق خوراکی برای موش 
صحرایی mg/Kg 0/5 و برای خوکچۀ هندی mg/Kg 2/3 و برای موش 
mg/Kg 3 گزارش شده اس��ت]7-4[. مکانیسم عمل این سم مهار آنزیم 
استیل​کولین​استراز از​طریق فسفریلاس��یون اسید آمینۀ سرین در جایگاه 
فعال آنزیم  می​باش��د که این کار مانع از هیدرولیز نوروترانس��میتر استیل​
کولین می​ش��ود و نهایتاً منجر به مختل ش��دن سیس��تم عصبی آفت می​
گردد]8[. مهم​ترین پروتئین موجود در خون انس��ان هموگلوبین می​باشد 
که در انتقال اکسیژن از ریه به بافت​ها و دی​اکسید​کربن از بافت به ریه​ها 
نقش دارد. هموگلوبین را می​توان به موتور حیات تعبیر کرد. س��اختار آن 
شامل بخش پروتئینی گلوبین و بخش غیر پروتئینی پورفیرینی موسوم به 
 )IX( هِم" اس��ت که از یک اتم آهن در مرکز چهار حلقۀ پروتوپورفیرین"
تش��کیل شده اس��ت. هموگلوبین بالغین )HbA( از دو زیر​واحد آلفا و دو 
زیر​واحد بتا تش��کیل گردیده​است که هر​کدام دارای یک گروه هِم هستند. 
اتم آهن در مرکز هِم دارای ش��ش اتصال می​باش��د که اتصال ششم محل 
اتصال اکس��یژن و لیگاندهای مختلف می​باشد. اتصال لیگاندهای مختلف 
به هموگلوبین می​تواند بر روند حمل اکس��یژن توس��ط این پروتئین تأثیر 
بگذارد یا س��اختار آن را تغییر دهد]9[. تا​کنون مطالعات فراوانی در​مورد 
برهمکنش هموگلوبین با لیگاندهای مختلف از​جمله سموم صورت گرفته​
اس��ت، ازجمل��ه تحقیقی ک��ه در س��ال   Yong Cui 2006 و همکاران 

درمورد اثرات دو حش��ره​کش کلروپایریفوس )از گروه سموم ارگانوفسفره( 
و س��ایپر​مترین ب��ر دو پروتئین خون، هموگلوبین گاوی و س��رم آلبومین 
گاوی انج��ام دادند که نتایج نش��ان​دهندۀ اتصال ضعیف​تر این س��موم به 
 هموگلوبین نسبت​به سرم آلبومین می​باشد، همچنین اتصال این سموم به
پروتئین​های خونی می​تواند بر​روی روند توزیع دفع و متابولیسم آن​ها اثر​

گذار باشد]Yan-Quing Wan .]10 و همکاران نیز در سال 2007 اثر 
علف​کش پاراکوات بر هموگلوبین را مورد مطالعه قرار دادند که نتایج حاکی​از 
واکنش گروه هم با آنیون سوپراکسید بر​اساس کاهش باند سورت می​باشد. 
گروه​های هِم دچار تغییرات ساختاری شدند و حتی به​وسیلۀ آنیون سوپر​

اکس��ید ایجاد​شده به​واسطۀ حضور س��م تخریب شدند. نتایج بیانگر وجود 
 یک دسته جایگاه اتصال سم بر​روی هموگلوبین می​باشد و برهمکنش​های
آب​گری��ز و نیروه��ای الکترواس��تاتیک نقش​ه��ای عم��ده را در پایداری 
کمپلکس س��م​پروتئین ایفا می​کنند]11[. در سال Fei Ding ،2010 و 
همکاران گزارش��ی مبنی​بر برهمکنش حشره​کش ایمیداکلوپراید )از گروه 
نئونیکوتنوئیدها( با هموگلوبین انس��انی توسط دس��تگاه​های فلورسانس، 
دو​رنگ​نمایی حلقوی، اسپکتروس��کوپی مرئی​فرابنفش، فلورس��انس هم-

زمان و س��ه​بعدی منتشر نمودند. نتایج حاکی​از خاموشی فلورسانس ذاتی 
هموگلوبین از​طریق مکانیسم خاموش��ی ایستا بود و همچنین روشن شد 
برهمکنش​های آب​گری��ز و پیوندهای هیدروژن��ی نیروهای بین مولکولی 
 غالب در پایدار کردن این کمپلکس )سم​هموگلوبین( هستند. آزمایش​های

رقابتی )با ANS(  نیز نشان داد که نواحی هیدروفوب عمده​ترین جایگاه 
برای اتصال س��م به هموگلوبین می​باشند. نتایج طیف​سنجی​های دورنگ​

نمایی حلقوی و فلورس��انس همزمان و س��ه​بعدی نیز نشانگر این بود که 
ساختار دوم هموگلوبین و پایداری فیزیولوژیک آن توسط سم تغییر یافته 
اس��ت]12[. تا​کنون، گزارش​های بالینی متعددی درمورد مس��مومیت با 
تترااتیل​پیروفس��فات گزارش شده اس��ت، به​طور مثال در سم​پاشی مزارع 
توس��ط تترااتیل​پیروفس��فات در یکی از ایالت​های آمریکا، این سم منجر​

به مس��مومیت تنفس��ی در فاصلۀ  15 مایلی مکان سم​پاشی و اختلالات 
گوارش��ی 15 رأس دام و م��رگ دو دام ش��ده بود]13[. در س��ال 1949 
نیز گزارش��ی مبنی​بر بروز علایم سیس��تمیک ناشی​از مسمومیت با سموم 
ارگانوفس��فره را در کارگری ک��ه در​معرض تماس پوس��تی با محلول 20 
درصد از تترااتیل​پیروفس��فات قرار داشته و از میوۀ شسته​نشدۀ آغشته به 
این سم نیز استفاده کرده​بوده​است، منتشر شد]14[. گزارش دیگر مربوط 
به کارگرانی است که به​طور مداوم در تماس با این سم بوده​اند که با​وجود 
اس��تفاده​از لباس و ماس��ک​های پوش��اننده، به​علت تماس لباس کار عرق​
کردۀ آن​ها با محلول سم، به​مرور زمان سم از​طریق پوستی جذب و منجر​
به بروز علایم سیس��تمیک مسمومیت با س��موم ارگانوفسفره به​علت مهار 
 آنزیم استیل​کولین​استراز شده​بود]15[. از​آنجا​که تاکنون پژوهشی مبنی​بر

اثر​های مولکولی تترااتیل​پیروفس��فات بر س��اختار پروتئی��ن هموگلوبین 
انسانی صورت نگرفته است، لذا تحقیق حاضر به بررسی اثرات این سم بر 
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س��اختار و عملکرد هموگلوبین انسانی با​استفاده از روش​های طیف​سنجی 
می​پردازد.

روش بررسی
پروتئین هموگلوبین انس��انی طبق روش A.Riggs از افراد سالم و غیر 
سیگاری به​طور اختصار به این ترتیب جداسازی شد که خون تازۀ هپارینه​
ش��ده با سرعت 3000 دور در دقیقه سانتریفیوژ شد و محتوای پلاسمایی 
آن جداس��ازی گشت، س��پس گلبول​های قرمز خون سه مرتبه با محلول 
نمکی ایزوتونیک شستش��و داده​ش��د و به​دنبال آن س��انتریفیوژ با سرعت 
10000 دور در دقیقه انجام داده شد. اجزای تشکیل​دهندۀ غشای سلولی 
نیز به​وس��یلۀ س��انتریفیوژ 10000 دور در دقیقه خارج شدند و در​نهایت 
محل��ول هموگلوبین حاصل 3 مرتبه با محلول بافر فس��فات pH=7 برای 
مدت 24 ساعت دیالیز شده سپس توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر تعیین 
غلظت گردید]16[. تترااتیل​پیروفس��فات از شرکت سیگما خریداری شد. 
بافر مورد استفاده در تمامی آزمایش​ها بافر فسفات با pH=7 بود و تمامی 
محلول​ها به​صورت تازه و با استفاده از آب دوبار تقطیر تهیه شدند و مورد 
استفاده قرار گرفتند. دستگاه​های طیف​سنج ماوراء بنفش مرئی دو​شعاعی 
)Varian، اس��ترالیا(، دس��تگاه ATR/FTIR م��دل  Nexusس��اخت 
Thermo Fisher Scientific، دس��تگاه اس��پکتروفوتومتر  ش��رکت 
ماوراء بنفش مرئی مجهز به سیس��تم کنترل دمایی و سیستم تعوض سل 
ساخت شرکت Varian کشور اس��ترالیا برای مطالعات پایداری دستگاه 
س��انتریفیوژدور بالا Hitachi مجهز به یخچال، ساخت کشور ژاپن جهت 
جداس��ازی هموگلوبی��ن و آزمایش��ات همولیز اس��تفاده گردیدند. تمامی 
دستگاه​ها براساس استانداردهای بین​المللی و توسط شرکت​های فروشنده 
کالیبره گردید و قبل​از آزمون​ها، کارکرد دس��تگاه​ها بررس��ی گردید. کلیۀ 
آزمایش​ها نیز با س��ه​بار تکرار انجام شد و صحت و دقت داده​ها با استفاده 

از آزمون آماری T-test مورد ارزیابی قرار گرفت.

بررس��ی اثر همولیزی غلظت​های مختلف س��م: س��لول​های قرمز خون 
جدا​ش��ده به درون ویال​های 2 میلی​لیتری منتقل گردید و س��م با غلظت​

ه��ای مختلف به آن​ها افزوده ش��د. گروه کنترل منف��ی )0 درصد( بدون 
اضافه کردن هیچگونه آنالیتی و گروه کنترل مثبت )100 درصد( با اضافه​

کردن تریتون x-100 تهیه ش��دند. ویال​ها به​م��دت 45 دقیقه در دمای 
37 درجۀ س��انتی​گراد در حمام آب انکوبه گردید سپس به​مدت 5 دقیقه 
با س��رعت 1600 دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند. لایۀ بالایی برای تعیین 
غلظت هموگلوبین لیز ش��ده در طول​موج540 نانومتر مورد اس��تفاده قرار 

گرفت]17[. 

بررسی تغییرات ساختاری هموگلوبین: برای بررسی این تغییرات در پیک​
های گلوبین و سورت و همچنین تغییرات عملکردی در باند Q تحت تأثیر 
 سم از دستگاه اس��پکتروفتومتر مرئی-فرابنفش، در طول​موج 200-800

نانومتر به روش تیتراسیونی و انکوباسیونی استفاده گردید زمان انکوباسیون 
 یک، دو و س��ه ساعت در​نظر گرفته شد. غلظت هموگلوبین مورد استفاده

1 میلی​مولار بوده است.

بررس��ی س��اختار دوم هموگلوبین بر​اثر برهمکنش با سم: جهت بررسی 
تغیی��رات س��اختار دوم پروتئین در دو ناحیۀ آمی��د I و آمید II از طیف 
مادون قرمز استفاده گردید. به​دلیل مایع بودن هموگلوبین و کاهش اثرات 

آب در طیف مادون قرمز، از طیف ATR/FTIR استفاده گردید.

مطالعات پایداری و اثر سم بر دناتوراسیون دمایی پروتئین: برای مطالعۀ 
دناتوراس��یون و تغییرات پایداری حرارتی، محلول هموگلوبین به​تنهایی و 
به​همراه غلظت​های مش��خص از سم به کووت دس��تگاه که دارای قابلیت 
کنترل دمایی اس��ت، انتقال و س��پس تغییرات ج��ذب در طول​موج 285 

نانومتر در بازۀ دمایی 25 تا90 درجۀ سانتی​گراد ثبت گردید.

یافته​ها
پتانسیل همولیزی تترااتیل​پیروفسفات 

شکل شمارۀ 1، اثر همولیزی غلظت​های مختلف سم تترا​اتیل​پیروفسفات 
را بر​روی س��لول​های قرمز خون نرمال انسان س��الم نشان می​دهد. نتایج 
بیانگر پتانس��یل بالای س��م در تخریب دیوارۀ س��لول​های قرمز خون و به 
عبارتی لیز کردن سلول​های قرمز خونی می​باشد. اثر همولیتیکی سم قابل 
توجه اس��ت به​طوری​که با افزایش غلظت سم به میزان ده​برابر همولیز به 

میزان ۵ برابر را افزایش می​یابد.

تغییرات ساختاری و عملکردی هموگلوبین بر​اثر برهم​کنش با سم

ش��کل2، تغییرات طیف جذبی هموگلوبین در ناحیۀ 340-220 نانومتر 
را در حض��ور غلظت​ه��ای مختل��ف س��م تترا​اتیل-پیروفس��فات به​روش 
تیتراس��یونی را نش��ان می​دهد. ای��ن ناحیۀ طیفی هموگلوبی��ن به ناحیۀ 

شکل1: نمودار درصد همولیز سلول​های خون در​اثر غلظت​های مختلف از تترااتیل​پیروفسفات
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طیفی گلوبین معروف است و نشان​دهندۀ تغییرات طیفی مرتبط با بخش 
گلوبینی آن می​باش��د. تغییرات این ناحیه در​حضور غلظت​های مختلف از 
تترااتیل​پیروفسفات نشان​دهندۀ آن است که با افزایش غلظت سم، شدت 
جذب هموگلوبین در طول​موج 280 نانومتر )ناحیۀ گلوبین( روند افزایشی 
وابس��ته به غلظت س��م داشته است و طول​موج بیش��ینه در این ناحیه 5 
نانومتر به​سمت راست جابه-جا گردیده است بدین​معنی که محیط اطراف 
کروموفور غیرقطبی​تر ش��ده اس��ت و آبگریزی در س��طح پروتئین بیشتر 
ش��ده اس��ت. نتایج حاصل​از روش انکوباس��یونی نیز روندی مش��ابه روش 
تیتراس��یونی را نشان می​دهند و در انکوباسیون به​مدت دو ساعت تغییری 
در روند تغییرات مشاهده نگردید )نتایج حاصل از انکوباسیون در این مقاله 

آورده نشده است(.

 ناحیۀ شاخص دوم در طیف جذبی هموگلوبین در محدودۀ طول​موج​های
430-380 نانومت��ر وجود دارد )ش��کل3(. تغییرات جذب��ی این ناحیه از 
طیف هموگلوبین مربوط به ساختار غیر پروتئینی گروه هِم است و مربوط 
ب��ه پاکت هیدروفوب می​باش��د. در این ناحی��ه، در طول​موج 412 نانومتر 
)پیک س��ورت( جذب هموگلوبین در روندی وابسته به غلظت سم کاهش 
یافته اس��ت و طول​موج بیش��ینه حدود 5 نانومتر به س��مت چپ جابه​جا 
گردیده اس��ت که نش��ان​دهندۀ نفوذ س��م به پاکت هیدروفوب و قطبی​تر 
شدن محیط اطراف هِم می​باشد. نتایج حاصل​از روش انکوباسیونی روندی 
مش��ابه روش تیتراسیونی داشته اس��ت و در انکوباسیون تغییری در روند 
تغییرات مش��اهده نگردید )نتایج حاصل از انکوباسیون در این مقاله آورده 

نشده است(.

ناحیۀ س��وم طیف جذبی هموگلوبین مربوط به باند Q است و مرتبط با 
ساختارهای مختلف هموگلوبین در فرآیندهای اتصال به مولکول اکسیژن 
می​باش��د. این ناحیه از طیف هموگلوبین نش��ان​دهندۀ گونه​های مختلف 

هموگلوبین اس��ت و وجود تغییرات طیفی در این ناحیۀ طول​موج نش��ان​
دهندۀ تغییر در فعالیت هموگلوبین می​باش��د. ش��کل 4 نشان می​دهد که 
در روش تیتراس��یونی، کاه��ش در جذب هموگلوبین روندی وابس��ته به 
غلظت س��م دارد. نتایج حاصل از روش انکوباس��یونی نیز روندی مش��ابه 
روش تیتراس��یونی داشته است و در انکوباسیون تغییری در روند تغییرات 
مش��اهده نگردید )نتایج حاصل از انکوباس��یون در این مقاله آورده نشده 

است(.

بررسی روند تغییرات جذب در 542 و 576 نانومتر

ش��کل5 نمودار تغییرات طیف جذبی در برابر تغییرات غلظت سم را در 
دو طول​موج 576 و 542 نانومتر نش��ان می​دهد. اثر س��م بر جذب در هر 
دو پیک 576 نانومتر و 542 نانومتر کاهشی است. این نمودار نشان​دهندۀ 
این است که اثرات سم تنها به ساختار منتهی نمی​شود و اثرات عملکردی 

ش�کل2: طیف جذبی هموگلوبی�ن در حضور تترااتیل​پیروفس�فات در ناحی�ۀ گلوبینی در 
تیتراسیون هموگلوبین با سم. غلظت هموگلوبین 0/001  مولار و غلظت تترااتیل​پیروفسفات 

به​ترتیب از پایین به بالا افزایش می​یابد )5-10×50-0 مولار(

ش�کل3: طیف جذبی هموگلوبین در حضور تترااتیل​پیروفس�فات در ناحیۀ باند سورت در 
تیتراسیون هموگلوبین با سم. غلظت هموگلوبین 0/001  مولار و غلظت تترااتیل​پیروفسفات 

به​ترتیب از بالا به پایین افزایش می​یابد )5-10×50-0 مولار(

ش�کل4: طیف جذب�ی هموگلوبین در حض�ور تترااتیل​پیروفس�فات در ناحی�ۀ باند  Q در 
تیتراسیون هموگلوبین با سم غلظت هموگلوبین 0/001  مولار و غلظت تترااتیل​پیروفسفات 

به​ترتیب از بالا به پایین افزایش می​یابد )5-10×50-0 مولار(
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نیز بر​روی هموگلوبین دارد. نتایج حاصل​از روش انکوباس��یونی نیز نشانگر 
روندی مش��ابه روش تیتراسیونی داشته است و در انکوباسیون تغییری در 
روند تغییرات مش��اهده نگردید )نتایج حاصل از انکوباسیون در این مقاله 

آورده نشده است(.

مطالعات طیف​سنجی تبدیل فوریه بر​روی پروتئین

از تکنیک ATR/FTIR1 برای مطالعۀ س��اختار دوم پروتئین اس��تفاده 
ش��د]18[. ش��کل 6، طیف تبدیل فوریۀ ناحیۀ مادون قرمز هموگلوبین را 
در حضور و غیاب سم تترا​اتیل​پیروفسفات نشان می​دهد. این طیف شامل 
یک پیک پر ش��دت در ناحیۀ آمید )I( که در محدودۀ cm-1 1654 قرار 
دارد و مربوط به محتوای س��اختار مارپیچ آلفا اس��ت که ناشی​از ارتعاشات 
CO کششی و N-H خمشی می​باشد. یک پیک دیگر با شدت کم نیز مر 
بوط به ادغام ارتعاشات N-H خمشی و C-N کششی می​باشد. با افزایش 
 )II( و آمید )I( غلظت تترا​اتیل​پیروفس��فات در عددموج پیک​ه��ای آمید
تغییر مشاهده نشد که نشان​دهندۀ عدم تغییر ساختار دوم هموگلوبین در 

اثر برهمکنش با سم می​باشد]19[.

مطالعات دناتوراسیون دمایی هموگلوبین در غیاب و حضور سم

ش��کل7 نمودار تغییرات جذب در 280 نانومتر در غلظت​های مشخصی 
از س��م در محدودۀ دمایی 90-25 درجۀ سانتی​گراد را نشان می​دهد. این 
نمودار معروف به نمودار پایداری حرارتی پروتئین می​باشد. به​علت حضور 
حداقل یکی از سه اسید-آمینۀ آروماتیک تریپتوفان، فنیل​آلانین و تیروزین 
 به​عنوان کروموفورهای طیف​سنجی در ساختار پروتئین​های مختلف، این

 1. Attenuated Total Reflectance / Fourier Transform InfraRed

Spectroscopy

 اسیدهای آمینه به​عنوان شاخص برای تعیین تغییرات در ساختار پروتئین​ها
اس��تفاده می​ش��وند. حداکثر جذب این اس��یدهای آمینه در حدود 280 
نانومتر می​باشد درنتیجه تغییرات طیفی در این طول​موج بیانگر تغییر در 
محیط اطراف کروموفور می​باش��د و با درنظر گرفتن این تغییرات می​توان 
به مطالعات پایداری و دناتوراس��یون حرارتی هموگلوبین در حضور س��م 
پرداخت]20[. جدول 1 مقادیر نقاط ذوب هموگلوبین )Tm( را در غیاب 
س��م و در​حضور غلظت​های مختلف تترا​اتیل-پیروفس��فات نشان می​دهد. 
همان​طور​که در جدول 1 دیده می​ش��ود، نقطۀ ذوب پروتئین هموگلوبین 

شکل5:  نمودار جذب برابر غلظت در دو طول​موج 576 نانومتر )دایره​های آبی توپر( و 542 
نانومتر )دایره​های قرمز توپر( در تیتراس�یون هموگلوبین با س�م غلظت هموگلوبین 0/001 

مولار و غلظت تترااتیل پیروفسفات )5-10×50-0 مولار( می باشد

ش�کل6: طیف ATR/FTIR تترااتیل​پیروفسفات به​تنهایی، هموگلوبین و ترکیب تترااتیل​
پیروفسفات و هموگلوبین

ش�کل7: منحنی دناتوراسیون حرارتی هموگلوبین در​حضور غلظت​های مختلف از تترااتیل​
پیروفسفات. غلظت هموگلوبین 0/001 مولار می​باشد

جدول​1: مقادیر نقطۀ ذوب منحنی دمایی هموگلوبین در​حضور غلظت​های مختلف از سم

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ic

m
l.i

r 
on

 2
02

5-
11

-0
4 

] 

                               5 / 7

https://icml.ir/article-1-378-en.html


آیـدا درودیــان و همکــاران             15

با افزایش غلظت سم اندکی افزایش می​یابد.

بحث و نتیجه​گیری
با توجه به پرکاربرد بودن سموم ارگانوفسفره در کشاورزی و میزان بالای 
مسمومیت با این سموم  به​نظر می​رسد یکی از معضلات عمدۀ عصر حاضر 
عدم آگاهی در​مورد مکانیسم اثر این سموم بر بدن باشد. از​آنجا​که تترااتیل​
پیروفسفات ترکیبی ارگانوفسفره و بسیار مهلک برای انسان و جانوران می​
باشد و پروتئین هموگلوبین انسانی نیز نقش حیاتی انتقال اکسیژن و دی​
اکس��ید​کربن در بدن را برعهده دارد، لذا تحقیق حاضر به بررس��ی اثرات 
این س��م بر س��اختار و عملکرد هموگلوبین انسانی از دیدگاه مولکولی می​
پردازد. با​توجه به نتایج آزمایش همولیز، تتراتیل​پیروفسفات پتانسیل قابل 
توجهی در لیز س��لول​های قرمز را دارا اس��ت. این ترکیب همچنین از​نظر 
الکتروشیمیایی دارای دو بخش غیر قطبی )دنباله​های اتیل( و بخش قطبی 
)گروه​های فس��فات و اکس��یژن​های استری( می​باش��د و همین عامل نیز 
باعث می​شود تا بسته به قطبی یا غیر قطبی بودن محیط برهمکنش رفتار 
دوگانه​ای را القاء کند. از​طرفی طیف جذبی هموگلوبین ش��امل سه ناحیۀ 
 گلوبین در 280 نانومتر، س��ورت در 410 نانومتر و باند Q در 560-550
نانومتر می​باش��د]21[. تغیی��رات جذب در 280 و 410 نانومتر ناش��ی​از 
تغییرات س��اختاری هموگلوبین در برهمکنش با تترااتیل​پیروفسفات می​
باش��د. جابه​جایی 8 نانومتری طول​موج به​سمت طول​موج​های بلندتر2 در 
ناحیۀ گلوبین که در سطح پروتئین قرار دارد، نشان​دهندۀ برهمکنش سم 
از بخش غیرقطبی خود با س��طح گلوبین و در​نتیجه غیر قطبی​تر ش��دن 
)آبگریزی( این بخش می​باش��د. ناحیۀ سورت، مربوط به گروه هم می​باشد 
لذا، جابه​جایی طول​موج به اندازۀ 4 نانومتر به سمت طول​موج​های کوتاه​تر  
3در این ناحیه  ناشی​از قطبی​تر شدن این محیط در​نتیجۀ برهمکنش سم 

از بخش​های قطبی خود و در​نتیجه نفوذ سم به پاکت هیدروفوب می​باشد. 
کاهش جذب هموگلوبین در دو طول​موج 542 نانومتر و 576 نانومتر نیز 
نش��ان​دهندۀ کاهش فعالیت اکسیژن​گیری هموگلوبین براثر برهمکنش با 
غلظت​های مختلف از س��م می​باش��د. در بررسی ساختار دوم توسط طیف​

سنجی تبدیل فوریه نشان​داده​شد که تغییری در ساختار دوم هموگلوبین 
بر​اثر برهمکنش با س��م القاء نشده​اس��ت. همچنی��ن در مطالعات پایداری 
حرارتی مشاهده شد که خاصیت آبدوستی این سم باعث حفظ آب اطراف 
پروتئین می​ش��ود و در​نتیجه نفوذ آن به قس��مت آبگری��ز درون پروتئین 
امکان​پذیر نمی​باش��د. در​حقیقت ساختار پروتئین فش��رده​تر می​شود. به​
عبارتی دیگر خاصیت آبدوستی  این سم به حفظ آب اطراف پروتئین و در​
نتیجه حفظ س��اختار آن کمک می​نماید. همچنین با کاهش بار سطحی و 
افزایش غلظت سطحی سم میزان نیروهای آبگریز افزایش می​یابد و باعث 
ایجاد جایگاه​های پیوندی جدیدی برای مولکول​های س��م می​گردد که با 

2. Redshift
3. BlueShift

اتصال بیشتر مولکول​های سم پایداری پروتئین را کاهش می​دهد. افزایش 
وابس��ته به غلظت نقطۀ ذوب پروتئین نیز ش��اهدی بر این مدعا می​باشد. 
نتایج تحقیق حاضر اثر​های برهمکنش تترااتیل​پیروفسفات با پروتئین مهم 
بدن را از دیدگاه مولکولی بیان کرده درصورتی​که نتایج بررسی های قبلی 
پژوهش��گران پیرامون اثر​های بالینی و مس��مومیت​های پوستی و تنفسی 
 ایجاد ش��ده توسط این سم بوده اس��ت و تا​کنون تحقیقی در​مورد بررسی

اثر​های بالینی این سم بر​روی فاکتورهای خونی انسان صورت نگرفته است 
لذا، برای مقایسۀ نتایج بالینی و مولکولی لازم است پژوهش​های بیشتری 
صورت گیرد. بر​اس��اس نتایج، با توجه به اینکه این ترکیب توانایی تخریب 
سلول​های قرمز خون را دارا است، این امکان وجود دارد افرادی​که به​طور 
مداوم در تماس با این س��م هستند، با عارضۀ کم​خونی مواجه گردند، لذا 
توصیه می​شود که سطح سلول​های قرمز خون این افراد توسط تست​های 
بالینی معتبر س��نجیده ش��ود و در​صورت لزوم درمان​های بالینی مناسب 
توس��ط پزش��ک متخصص اتخاذ گردد. این ترکیب ارگانوفسفره همچنین 
عملکرد حمل اکسیژن توسط هموگلوبین را مختل می​کند و باعث کاهش 
آن می​ش��ود، بنابراین می​توان پیش��نهاد نمود کشاورزان و کارگرانی که با 
این س��م در تماس هستند از حضور​یافتن در شرایطی که کمبود اکسیژن 
را تشدید می​کنند مانند در معرض دود سیگار یا هوای آلوده قرار-گرفتن 
اجتن��اب نمایند. این مطالعه اطلاعات مهم��ی را درمورد برهمکنش مهم​
ترین پروتئین بدن یعنی هموگلوبین با حشره​کش​های ارگانوفسفره فراهم 
آورده است که می​تواند راهنمای مناسبی برای بررسی​های سم​شناسی در 
آینده باش��د. لازم به ذکر اس��ت که در انجام این تحقیق محدودیت​هایی 
چون دسترسی به دس��تگاه​های فلوس��ایتومتری برای اندازه​گیری میزان 
گونه​های فعال اکس��یژن، دورنگ​نمایی حلقوی برای بررسی​های بیشتر بر​
روی ساختار دوم و روش​های الکتروشیمیایی برای بررسی اکسیژن​خواهی 
هموگلوبی��ن وج��ود دارد و نتایج حاصل​از آزمایش​ها با این دس��تگاه​ها به 

قطعیت نتایج حاضر کمک شایانی خواهد نمود.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ic

m
l.i

r 
on

 2
02

5-
11

-0
4 

] 

                               6 / 7

https://icml.ir/article-1-378-en.html


مطالعات اسپکتروفتومتری مرئی فرابنفش اثر سم تترااتیل​پیروفسفات به​عنوان یک آ... 16            فصلنامه لیزر در پزشکی / دورۀ چهاردهم / شمارۀ  3

1.	 Sato H, Ito Y, Ueyama J, Kano Y, Arakawa T, Gotoh 
M, Kamijima M, Kondo t, Sugiura Y, Saito I, Shibata E, 
Kamijima M. Effects of Paraoxonase 1 gene polymorphisms 
on organophosphate metabolism in Japanese pest control 
workers. Journal of occupational health. 2016; 58(1): 56-
65.

2.	 Ismael MA, Sherif MM, El-Dabah FH, Mohamed 
YS. Cases with Toxicity of Anticholinesterase Enzyme and 
factors affecting outcome. Journal of Pharmacology and 
Toxicology. 2013; 8(3): 90-7.

3.	 Roberts Stephen M., Phillip L W, Robert C J. 
Principles of Toxicology. Environmental and Industrial 
Applications. John Wiley & Sons, 2015.

4.	 Wayland JH. Clinical handbook on economic 
poisons; emergency information for treating poisoning. Us 
Dept. of Health, 1963.

5.	 Edson EF Applied toxicology of pesticides. 
Pharmaceut J, 1960.

6.	 Frawley JP, Hagan EC, Fitzhugh OG. A comparative 
pharmacological and toxicological study of organic 
phosphate Äanticholinesterase compounds. J Pharmacol 
Exp Ther. 1952; 105: 156-65. 

7.	 Kamimura H, Matsumoto A, Miyazaki Y, Yamamoto 
I. Studies on nicotinoids as an insecticide. Part IV. Relation 
of structure to toxicity of pyridylmethylamines. Agri Biol 
Chem. 1963; 27: 684-8.

8.	 Colovic MB, Krstic DZ, Lazarevic-Pasti TD, 
Bondzic AM, Vasic VM. Acetylcholinesterase inhibitors: 
pharmacology and toxicology. Current neuropharmacology. 
2013; 11: 315-35.

9.	 Perutz  MF. Hemoglobin structure and respiratory 
transport. Scientific American. 1987; 239: 92.

10.	Cui Y, Guo J, Xu B, Chen Z. Binding of chlorpyrifos 
and cypermethrin to blood proteins. Pesticide biochemistry 
and physiology, 2006; 85: 110-14.

11.	Wang YQ, Zhang HM, Zhang GC, Liu  S, Zhou X 
QH, Fei ZH, Liu ZT. Studies of the interaction between 
paraquat and bovine hemoglobin. IJBM. 2007; 41: 243-50.

References:

12.	Ding F, Han BY, Liu W, Zhang L, Sun Y. Interaction 
of imidacloprid with hemoglobin by fluorescence and 
circular dichroism. Journal of fluorescence. 2010; 20: 753-
62.

13.	Quinby GE, Doornink GM. Tetraethyl pyrophosphate 
poisoning following airplane dusting. JAMA, 1965; 191: 
1-6.

14.	Faust J. Poisoning due to tetraeyhylpyrophosphate. J 
Am Med Assoc. 1949; 141: 192-3.

15.	Reeder DH, Whittier. Organic phosphate insecticide 
poisoning. J Occup Med. 1961; 3: 129-30.

16.	Riggs A. Preparation of blood hemoglobins of 
vertebrates. Methods in enzymology. 1981; 76: 5-29.

17.	Ali  I, Naseem I. Hemolysis of human red blood 
cells by combination of riboflavin and aminophylline. Life 
sciences. 2002; 70: 2013-22.

18.	Pace CN. Measuring and increasing protein stability. 
Trends in biotechnology. 1990; 8: 93-8.

19.	Wang Y, Boysen RI, Wood BR, Kansiz M, 
McNaughton D, Hearn MT. Determination of the secondary 
structure of proteins in different environments by FTIR‐
ATR spectroscopy and PLS regression. Biopolymers. 
2008; 89: 895-905.

20.	Calabrò E, Magazù S. Unfolding-Induced in 
heamoglobin by exposure to electromagnetic fields: a FTIR 
spectroscopy study. Oriental Journal of chemistry. 2014; 
30: 131-5.

21.	Zijlstra Wg, Buursma A. Spectrophotometey 
of hemoglobin: absorption spectra of bovine 
oxyhemoglobin, deoxyhemoglobin, carboxyhemoglobin, 
and methemoglobin. Comparative Biochemistry and 
Physiology. 1997; 118: 743-9.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ic

m
l.i

r 
on

 2
02

5-
11

-0
4 

] 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               7 / 7

https://icml.ir/article-1-378-en.html
http://www.tcpdf.org

