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هاي  رشد و فعاليت آنزيمهاي  شاخصبر م وكادميمدت   تنش كوتاه تأثير بررسي
  .Anabaena sp جلبك ريزاكسيداني در  آنتي

  سيده فاطمه فلاح و ، مريم زماني*جنت سرمد
  شناسي گروه زيستدانشكده علوم پايه، ، دانشگاه گيلان، رشت

  4/10/95 :تاريخ پذيرش  18/2/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
در ريز جلبك  بيوشيماييو  يرشدبرخي خصوصيات م بر وهاي مختلف كادمي مدت غلظت تنش كوتاه اثربررسي با  ن مطالعهاي

Anabaena sp. به  ها ريز جلبك، )ميكرومولار 20و  10، 5، 0( موهاي مختلف كادمي پس از اعمال غلظت. انجام شده است
ساعت  8ساعت روشنايي و  16لوكس، تناوب نوري  2500شدت نوري  ،C 1±28°دماي  و در شرايط پايه بامنتقل محيط كشت 

در ريز  ميكرومولار 20م تا ونتايج نشان داد با افزايش غلظت كادمي .داده شدندساعت انتقال  24مدت تاريكي در شرايط هوادهي ب
مچنين پروتئين كل نسبت به كنترل ها و ه ، بتاكاروتن، فيكوبيلي پروتئينaهاي كلروفيل  ، محتواي رنگيزه.Anabaena spجلبك 

هاي  عنوان محصول تنش اكسيداتيو و فعاليت آنزيم هب) MDA( آلدهيد يد مالون همچنين محتواي. داري يافت كاهش معني
با توجه به  .داري افزايش يافت طور معني هب) SOD(و سوپر اكسيد ديسموتاز ) APX(، آسكوبات پراكسيداز )POD(پراكسيداز 

مورد استفاده در اين پژوهش م وكادمي غلظت كم فلز سنگينبه مدت  در تنش كوتاه .Anabaena spريز جلبك ، نتايج حاصل
  . هستندحساس 

  موهاي فتوسنتزي، كادمي پروتئين، رنگيزه، .Anabaena sp، هاي آنتي اكسيداني آنزيم :كليديهاي  واژه

  sarmad1392@gmail.com، پست الكترونيكي، 09113350168: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
كه قادر به حذف فلزات  هستندجلبك ها موجودات آبزي 

نقش مهمي در كنترل غلظت فلزات  مي باشند وسنگين 
نقش ضد . دارند سنگين در درياچه ها و اقيانوس ها

و در  استاهان عالي آبزي آلودگي جلبك ها وسيع تر از گي
بهره مي براي اين منظور مقياس هاي گسترده تر از آنها 

 يبراها جلبك  كاربردبراي زيادي علاقه . گيرند
 .)5( وجود دارد يو معدن يآل يها ندهيآلا ونيكاسيتروفيو

در سطح  معمولاً يآب يها طيدر مح نيجذب فلزات سنگ
و با اتصال ) يخارج ديساكار يپل ايغشاء  وار،يد(سلول 

ها و  نيونيها، متالوت نيتوكلاتيف ،يتوپلاسميس يگاندهايبه ل
 وارهيد. افتد يم اتفاق يداخل سلول يها مولكول گريد

مانند ي عامل ياز گروه ها ياريبس يدارا ها جلبك يسلول

- ( لي، فسفر)OH-( ليدروكسيه
-PO3

، )NH2-( نهي، آم)2
كه  باشند مي) SH-( ليدريو سولف) COOH-( ليكربوكس
 وني. دنشو يسطح سلول م يبر رو يبار منف جاديسبب ا

 اي يقو يوندهايپ +Pb2و  +Hg2مانند  نيفلزات سنگ يها
 دازوليميو ا CN- ،R-S- ،-SH-،- NH2ي عامل يها هبا گرو

)(CH)2N(NH)C-( كه همه آنها شامل اتم  دنايجاد مي كن
لبك ج يسلول يها وارهيد .هستندو گوگرد  تروژنين يها

است  يتيدو ظرف يفلز هاي ونيو  هاديساكار يپل يحاو
 جهينت، در شوند يتبادل م هاديساكار ياز پل ييها ونيكه با 

 زيحذف فلز از محلول ن .دهد ميرخ  نيجذب فلزات سنگ
كمپلكس در سطح سلول پس  يريممكن است با شكل گ

استفاده  .)28( فعال رخ دهد يفلز و گروه ها نياز تعامل ب
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سازگار با  نديافاضلاب، فر هيها در تصفي باكترانويساز 
ها ي باكترانويس .است هيثانو يآلودگ بدون ستيز طيمح

را  يفتوسنتز وتياز موجودات پروكار يعيگروه وس
 يمنحصر به فرد ييآنها توانا از يدهند كه برخ يم ليتشك

 ستگاهيدر هر نوع ز باًيآنها تقر .دارند تروژنين تيدر تثب
خاك مرطوب، خاك  ،ييايدر ن،يريآب ش ،ينيمز ،يآب(

تسلط و تنوع جنس  .شوندمي  افتي) برهنه و صحرا
گروه  نيدهد كه ا ينشان م محيط آبيدر  هاي سيانوباكتر

كه  دهد يها تحمل نشان م ندهياز آلا يگسترده ا فيبه ط
مي توانند داشته  ها سيانوباكتريازجمله نقش هايي كه 

، سيانوباكتري هاتوسط  آب تيفيبهبود ك - 1باشند شامل 
 - 3و فسفر از آب و  نيتروژنحذف مقادير بالايي از  - 2

و همكاران  Dwivedi). 8(حذف عناصر سنگين مي باشند 
جلبك  جلبكريز جلبك سبز و  ليپتانس يبه بررس) 2010(

 كليمس، آهن، منگنز، ن كرم،(تجمع فلزات  يبرا يآب- سبز
پي بردند كه  انآن. اختندپرد) كيآرسن(و شبه فلز ) يو رو

رخ  Phormidium bohneriحداكثر انباشت كرم توسط 
، Oscillatoria tenuisتوسط  بعدو  داده است

Chlamydomonas angulosa، Ulothrix tenuissima  و
Oscillatoria nigra در نتيجه جلبك سبزنشان داده شد ،-

 توانايي بالايي در تجمع كرم Phormidium bohneriآبي 
همكاران و  Worku ،Sahuبر اساس مطالعات . )9( دارد

 60مي تواند  Synechocystis salinaريز جلبك  ،)2014(
درصد   77، نيكلدرصد  70، آهندرصد  66، كرمدرصد 
درصد از  78و منيزيم درصد  63، كلسيمدرصد  65، جيوه

  . )43( سختي كل را از آب فاضلاب كاهش دهد

، توليد كننده هاي اوليه در قاعده از آنجا كه ريز جلبك ها
زنجيره غذايي هستند و پيش از سايرين توسط آلودگي 

در اين رو  از اينفلزات سنگين تحت تأثير قرار مي گيرد، 
سنگين بر روي ريز جلبك مي  اتاثر فلز پژوهش چگونگي

در و  ن قرار دهداتواند اطلاعات مفيدي در اختيار محقق
 تنش كوتاه مدتمختلف اين پژوهش، اثر غلظت هاي 

محتواي  رنگيزه هاي فتوسنتزي،ميزان رشد،  بر موكادمي

مالون دي آلدهيد، محتواي پروتئين كل و ميزان فعاليت 
     . بررسي شدآنزيم هاي آنتي اكسيداني 

  هامواد و روش
 محيطي نمونه هاي: هاي جلبكي تهيه و آماده سازي نمونه

از  .Anabaena sp جداسازي سيانوباكتري براي متعددي
خالص عمل . تالاب هاي استان گيلان برداشت شدند

جامد  محيط با استفاده از و) 40(با روش پليت آگار سازي 
BG-11 رشته هاي سيانوباكتري رشد يافته بر . انجام شد

. خالص شدنددوباره سطح پليت با چندين بار كشت 
شناسايي با استفاده از ميكروسكپ نوري و كليد شناسايي 

مطابق  روش تهيه محيط كشت جامد. )38(انجام شد معتبر 
 محيط حاوي آگار .)41( است) Wegmann  )1971روش

پس از حصول  .رشد انتقال داده شد برايه اتاقك كشت ب
ها به درون محيط ها، سويهاطمينان از خالص بودن كلني

قبل از انتقال آنها، . انتقال داده شدند BG-11كشت مايع 
 100هاي ، داخل ارلنههاي استريل سرد شد محيط كشت

ميلي ليتري استريل ريخته و تلقيح ريزجلبك ها از محيط 
ها به اتاق در نهايت ارلن. شد جامد به محيط مايع انجام
اي براي رشد سه هفته تايك  كشت منتقل و فرصت رشد

. گيري در فاز لگاريتمي به آنها داده شدكامل و قرار
دماي آن توسط  كه اين قرار بود ازمشخصات اتاق كشت 

نور سفيد  .گراد تنظيم شد درجه سانتي 28± 1ترموستات 
ساعت  16دوره رشد  لوكس با 2500فلورسانت در حدود 

توسط  هوادهي. ساعت تاريكي اعمال شد 8روشنايي و 
 Anabaenaريز جلبك  .نجام شدا Air8000 هاي هواپمپ

sp.  20و  10، 5، 0( م كلريدوغلظت هاي مختلف كادميدر 
پس . و در سه تكرار تحت تنش قرار گرفتند) ميكرومولار

براي ساعت  24از پايان اعمال تنش كوتاه مدت طي 
. برداشت شد .Anabaena sp ريز جلبكمطالعات بعدي 

 برايبيومس حاصل پس از شوك فريز در نيتروژن مايع 
اندازه گيري  فعاليت آنزيم ها و سنجش پروتئين كل و

گراد نگهداري  درجه سانتي - 70 در فريزر MDAي محتو
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از ريز جلبك هاي مورد آزمايش براي سنجش  .شدند
، a ، مقدار كلروفيلوزن خشكرشد بر حسب تغييرات 
محتواي  ها، پروتئين محتواي فيكوبيلي، بتا كاروتن سنجش

پروتئين كل، مالون دي آلدهيد و برخي آنزيم هاي آنتي 
  .نداستفاده شد اكسيداني

 منظور بررسي روند هب: سنجش رشد بر حسب وزن خشك
در كليه نمونه بر حسب وزن خشك رشد ريز جلبك ها 

م و گروه شاهد مقدار وهاي تحت تيمار با فلز سنگين كادمي
ها توسط دستگاه اسپكتروفوتومتر در جذب نوري نمونه

منظور محاسبه وزن  هب. اندازه گيري شد nm750 طول موج 
 سوسپانسيون از) mL 25(ار رقت سريالي خشك، ابتدا چه

 جذب .شد تهيه داشت، قرار رشد ثابت فاز در كه ريزجلبك

 زيست سپس .شد قرائت nm 750 موج طول در رقت چهار
 40- 30دماي  ساعت در 24 مدتب  رقت چهار هر توده
 خطي نمودار .شد آون، خشك در گراد سانتي درجه

رسم  )OD(و جذب نوري ) DW(خشك  وزن برحسب
 استاندارد منحني از آمده دستب معادله شد و بر اساس

ريزجلبك تحت تنش و شاهد محاسبه  خشك وزن رشد،
  ).33(شد 

تعيين  براي: سنجش محتواي رنگيزه هاي فتوسنتزي
 Anabaena ريز جلبك هاي كلروفيلي در غلظت رنگيزه

sp. ،24  ليتر از  يك ميلياعمال تنش از ساعت پس
كلني جلبك آنابنا بسيار سلول هاي ( يسوسپانسيون جلبك

كوچكي دارد كه با هم زدن ارلن تا ده دقيقه سوسپانسيون 
) يكنواخت تشكيل مي شود و بعد كم كم ته نشين مي شود

 يها ميكروتيوبطور جداگانه، به ارلن ب هر
دور  7000دقيقه با  5مدت وژ منتقل و بيميكروسانتريف

ويي با دقت به كمك محلول ر. شدندوژ يدردقيقه سانتريف
ليتر استون  سمپلر خارج و به رسوب باقيمانده، يك ميلي

ها با  سپس محتويات داخل ميكروتيوب. اضافه شد% 85
با  دوبارهها  دستگاه ورتكس مخلوط و پس از آن نمونه

جذب محلول . وژ شدنديدقيقه سانتريف 3مدت ، ب7000دور 

استفاده از نانومتر با  663و  647هاي  ي در طول موجيرو
  . )10(شد دستگاه اسپكتروفتومتر تعيين 

هاي فيكوبيلي پروتئيني در ريز جلبك  سنجش رنگيزه
Anabaena sp. :گيري محتواي فيكوبيلي هزبراي اندا -

 استفاده شد) Fay )1986و   Waymanها از روشپروتئين
يك ميلي ليتر از سوسپانسيون جلبكي بدين منظور . )42(
 درجه سانتي 4(ر تاريكي و يخچال مدت دو ساعت دب

با كمك گليسرول تحت فشار اسمزي شديد قرار ) گراد
ها با كمك استات پس از گذشت اين زمان، سلول. ندگرفت
نحوي كه ب ،نرمال و آب مقطر شكسته شدند 3/0م سدي

. بودمولار ميلي 200 سديم در محلول غلظت نهايي استات
لانك تهيه شده از مواد ها در مقابل بدر نهايت جذب نمونه

بدون وجود (مورد استفاده در استخراج فيكوبيلي پروتئين 
 نانومتر 562و  615، 652هاي در طول موج) نمونه جلبك
   .خوانده شد

اندازه گيري مقدار پروتئين كل : سنجش مقدار پروتئين كل
منظور  هب. )6( انجام شد) Bradford )1976 توسط روش

دا تاب ،براي سنجش پروتئين كلآماده سازي نمونه ها 
 استخراج عصاره سلولي جلبك به كمك بافر استخراج

 5/0 سديم دار EDTAميكرومولار،  50شامل بافر فسفات (
براي پاره كردن . شد انجام )درصد pvpp 2مولار و گاهي 

 4ثانيه در دماي  30مدت غشاي سلولي، نمونه ها ب كامل
 4در دقيقه  20 مدتب بعدگراد سونيك و  درجه سانتي
. ندوژ شديانتريفس rpm 12500در دور گراد  درجه سانتي

پروتئين گاما گلوبين با استفاده از رسم منحني استاندارد 
جذب نمونه . ميزان آن سنجش شد  (BSA)پلاسماي گاوي
   . نانومتر خوانده شد 595 ها در طول موج

براي سنجش ميزان : سنجش ميزان مالون دي آلدهيد
آلدهيد ي اسيون ليپيد هاي غشاء، غلظت مالون دپراكسيد

)MDA (روش توسط Heath وPacker )1986 ( اندازه
به  ه جلبكيدگرم تو 1/0 در اين روش .)16( گيري شد

 TCA (5(حلول تري كلرو استيك اسيد مميلي ليتر  2 كمك
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 4ثانيه در دماي  30مدت درصد توسط دستگاه سونيكاتور ب
دست آمده ب يها و عصاره گراد، سونيك درجه سانتي
عصاره حاصل در دماي اتاق و با سرعت . نداستخراج شد

rpm 12000 جذب . دوژ شيدقيقه سانتريف 15مدت ب
جذب بقيه . اندازه گيري شد نانومتر 532سوپرناتانت در 
تعيين و از  نانومتر 600اختصاصي در  رنگيزه هاي غير
   .ندكسر شد نانومتر 532ميزان جذب در 

 كينتيكي فعاليت سنجش: پراكسيداز گاياكول نزيمآ سنجش

 )1984(و همكاران   Kalirروش مطابق پراكسيداز آنزيم
 واكنشليتر محلول  ميلي 1 كه ترتيب بدين. )18( شد انجام

 475 ميلي مولار، 45 گاياكول ميكروليتر 475 شامل

 50 و ميلي مولار 100 هيدروژن پراكسيد ميكروليتر
 تغييرات .بود شده استخراج آنزيمي نتسوپرناتا ميكروليتر

نتيجه  در نانومتر 470 موج طول در دقيقه 2 براي جذب
  . شد خواندهگاياكول  اكسيداسيون

 فعاليت آنزيم :ديسموتاز سوپراكسيد آنزيم سنجش

 Giannoplitis روشتوسط ) SOD(ديسموتاز  سوپراكسيد

 نشمحلول واك ليتر ميلي 1. )13( شد انجام )Ries  )1977و

 مولار، ميلي 50 فسفات بافر مولار، ميلي EDTA  1/0شامل

ريبوفلاوين  ماكرومولار، NBT 75 مولار، ميلي 13 متيونين
. گرديد استخراج آنزيمي ميلي مولار و سوپرناتانت 21/0

 نانومتر خوانده 560 موج طول در ها نمونه جذب سپس

   .شد

يم فعاليت اين آنز): APX(پراكسيداز سنجش آسكوربات
مورد ) Asada )1981و   Nakanoروش ازبا استفاده 

سنجش فعاليت آنزيم از طريق  .)24( سنجش قرار گرفت
گيري اكسيد شدن آسكوربات توسط اسپكتروفتومتر  اندازه

   .دقيقه انجام شد مدت يكبنانومتر  290در طول موج 

 كليه تيمار هاي مورد آزمايشانجام : وتحليل آماري تجزيه
 آزمون و داده ها واريانس تجزيه. انجام  شد تكرار 3در 

 سطح در دانكن آزمون از استفاده با ميانگين ها مقايسه

 مورد تجزيه و SPSS v.16با نرم افزار    >P 0/05احتمال
 نجاما Excel افزار نرم با نمودارها رسم و ندتحليل قرارگرفت

  .شد

  نتايج
 ميزان وزن خشك :تغييرات رشد بر اساس وزن خشك

تحت در نمونه هاي شاهد و  .Anabaena sp ريز جلبك
 10، 5م در غلظت هاي ويتنش كوتاه مدت فلز سنگين كادم

. مولار بر اساس جذب نوري اندازه گيري شدميكرو 20و 
با افزايش  ،شودشاهده مي م 1همان طور كه در شكل 

 وزن خشكميزان ، محيط كشتفلز سنگين در غلظت 
ساعت بعد از  Anabaena sp. ،24نمونه هاي ريز جلبك 

در معرض قرار گيري با فلز سنگين بطور قابل توجهي 
 20زايش غلظت فلز سنگين تا كاهش يافت و با اف

ريز . نشان داد در وزن خشكمولار مهار شديدتري ميكرو
م در ودر اثر تنش كوتاه مدت كادمي .Anabaena sp جلبك

 نسبت به شاهد ميكرومولار 20، 10، 5غلظت هاي 
وزن درصد كاهش  14/48و  62/33، 03/17ترتيب  هب

    .نشان دادند خشك

نتايج  ،2با توجه به شكل : هاي فتوسنتزي محتواي رنگيزه
 20م تا وغلظت فلز سنگين كادميبا افزايش كه  نشان داد

 Anabaenaك در ريز جلب aمحتواي كلروفيل ميكرومولار 

sp.ش يافتدر مقايسه با شاهد كاهطور معني داري ، ب .
 مربوط به نمونه شاهد aكه بالاترين ميزان كلروفيل  طوري هب

و كمترين مقدار  گرم بر ميلي ليترميكرو 11/2با مقدار 
با  ميكرومولار 20مربوط به نمونه هاي تيمار  a كلروفيل

  .بود ميكرو گرم بر ميلي ليتر 83/0مقدار 

ر د .Anabaena spدر ريز جلبك  بتاكاروتن رنگيزه محتواي
 24پس از گذشت كليه نمونه هاي تحت تيمار و شاهد 

ساعت در معرض قرار گيري با غلظت هاي مختلف فلز 
نتايج . نشان داده شده است 3شكل م در وسنگين كادمي

 20ت فلز سنگين تا غلظ با افزايشكه  نشان داد
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طور معني در ريز جلبك، ب بتاكاروتن، محتواي ميكرومولار
كه بالاترين  طوري هب. هد كاهش يافتدر مقايسه با شاداري 

 45/0با مقدار  مربوط به نمونه شاهد بتاكاروتنميزان 

مربوط به نمونه  و كمترين مقدار آن ميكروگرم بر ميلي ليتر
ميكروگرم بر  13/0با مقدار  ميكرومولار 20هاي تيمار 

  .بودميلي ليتر 
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   )ميکرومولار(غلظت کادميم 
در  فلز سنگين كادميم هاي مختلفتيمار اعمال تنش كوتاه مدت درپس از  .Anabaena spريز جلبك  ميزان وزن خشك مقايسه تغييرات -1 شكل

حروف متفاوت حاصل آزمون چند دامنه اي . است) SE(انحراف معيار  ±داده ها نشان دهنده ميانگين%. 5در سطح معني دار  آزمايش استانداردشرايط 
  .اختلاف معني دار مي باشد دانكن بالاي نمودار بيانگر

  

  
در  فلز سنگين كادميم هاي مختلفتيمار اعمال تنش كوتاه مدت درپس از  .Anabaena spريز جلبك  a كلروفيلتغييرات محتواي رنگيزه  -2 شكل

حروف متفاوت حاصل آزمون چند دامنه اي . است) SE(اف معيار انحر ±داده ها نشان دهنده ميانگين%. 5در سطح معني دار  آزمايش استانداردشرايط 
  .دانكن بالاي نمودار بيانگر اختلاف معني دار مي باشد
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 )  ميکرومولار(غلظت کادميم 

  
در  مفلز سنگين كادمي هاي مختلفتيمار اعمال تنش كوتاه مدت درپس از  .Anabaena spريز جلبك تغييرات محتواي رنگيزه بتا كاروتن  -3 شكل

حروف متفاوت حاصل آزمون چند دامنه اي . است) SE(انحراف معيار  ±داده ها نشان دهنده ميانگين%. 5در سطح معني دار  آزمايش استانداردشرايط 
  .دانكن بالاي نمودار بيانگر اختلاف معني دار مي باشد

هاي فيكوبيلي پروتئيني در ريز جلبك  محتواي رنگيزه
Anabaena sp. :نشان آزمايش نتايج  ،1به جدول  با توجه

 داد كه محتواي فيكوبيلي پروتئين ها در نمونه كنترل
نمونه هاي تحت داري بيشتر از ساير ي طور معنب )شاهد(

 ،م بودوبا غلظت هاي مختلف كادمي تنش كوتاه مدت
فيكوبيلي پروتئين كل در گروه كنترل  مقدار كه طوري هب
غلظت با افزايش يتر و لميكروگرم بر ميلي  09/22) شاهد(

ي طور معنب محتواي فيكوبيلي پروتئين موفلز سنگين كادمي
 20و كمترين مقدار آن مربوط به تيمار يافت داري كاهش 
. مي باشد ليترگرم بر ميلي ميكرو 05/6 رابا مقد ميكرومولار

ساختار اصلي  فيكوسيانين .Anabaena sp در ريز جلبك
اهده مش 1ر كه در جدول همان طو. ها است فيكوبيلي زوم

و فيكوسيانين و آلوفيكوسيانين  مي شود، تغييرات محتواي
د و با افزايش ننيز از همين روند پيروي مي كنفيكواريترين 

داري ي مقادير آنها بطور معن موغلظت فلز سنگين كادمي
كمترين مقدار اين رنگيزه ها  كه طوري هب ،كاهش مي يابد
  . مي باشدلار ميكرومو 20مربوط به تيمار 

نتايج داده  ،4با توجه به شكل  :تغييرات محتواي پروتئين
پس از اعمال تنش نشان داد كه محتواي پروتئين كل ها 

كوتاه مدت با غلظت هاي مختلف فلز سنگين كادميوم در 
بطور معني  .Anabaena spميكرومولار در  20تا  5محدوده 

ب با افزايش متناس. داري نسبت به كنترل كاهش پيدا كرد
غلظت فلز سنگين كادميوم ميزان تخريب پروتئين نيز 

كه در ريز جلبك مورد مطالعه  طوري افزايش يافت، به
. بود) شاهد(بيشترين مقدار پروتئين كل در گروه كنترل 

 .Anabaena  spكمترين ميزان پروتئين كل در ريز جلبك 
  .ميكرومولار مشاهده شد 20در غلظت 

محتواي  تغييرات: مالون دي آلدهيدتغييرات محتواي 
 .Anabaena spريز جلبك ) MDA(مالون دي آلدهيد 

 ساعت 24، موفلز سنگين كادميتنش كوتاه مدت تحت اثر 
نشان داده  5 پس از اعمال تنش بررسي و نتايج در شكل

نشان داد كه محتواي مالون دي داده ها نتايج  .شده است
در كليه  .Anabaena sp ريز جلبكدر ) MDA(آلدهيد 

 پيدا كردافزايش  )شاهد(گروه كنترل تيمارها در مقايسه با 
م، ميزان ومتناسب با افزايش غلظت فلز سنگين كادمي و
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كمترين . افزايش محتواي مالون دي آلدهيد نيز مشاهده شد
 .Anabaena sp جلبك ريزمحتواي مالون دي آلدهيد در 

تواي مالون دي بود و بيشترين مح) شاهد(گروه كنترل در 
 20در غلظت  .Anabaena sp جلبك آلدهيد در ريز

     .م مشاهده شدوكادمي ميكرومولار

تنش كوتاه مدت در  اثر: پراكسيداز گاياكول آنزيم فعاليت
 آنزيم فعاليت بر موغلظت هاي مختلف فلز سنگين كادمي

 در شكل .Anabaena spريز جلبك  در پراكسيدازگاياكول 
در ريز جلبك كه نتايج بيان كرد . ه استنشان داده شد 6

Anabaena sp.  فلز سنگين كوتاه مدت تنش تحت اثر

م فعاليت آنزيم پراكسيداز بطور قابل توجهي در همه وكادمي
كه بيشترين ميزان فعاليت  طوري هب ،تيمارها افزايش يافت

  . م مشاهده شدوكادمي ميكرومولار 20آنزيم در غلظت 

، 7با توجه به شكل : سيد ديسموتازفعاليت آنزيم سوپراك
در تنش كوتاه مدت فلز  آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز فعاليت

 .Anabaena spسنگين كادميوم نشان داد كه در ريز جلبك 
تحت اثر تنش كوتاه مدت فلز سنگين كادميوم فعاليت 
آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز بطور معني داري در همه 

كه بيشترين ميزان فعاليت  ريطو تيمارها افزايش يافت، به
  . ميكرومولار مشاهده شد 20آنزيم در غلظت 

 5در سطح معني دار  پس از تنش كوتاه مدت در غلظت هاي مختلف فلز سنگين كادميم ها رنگيزه هاي فيكوبيلي پروتئين تغييرات محتواي -1جدول
حروف متفاوت حاصل آز ازمون چند دامنه اي . است) SE(راف معيار انح ±داده ها نشان دهنده ميانگين. .Anabaena spدرصد در ريز جلبك 

  .دانكن در جدول بيانگر اختلاف معني دار مي باشد

  )µM( تيمارها
   فيكوبيلي پروتئين ها

)µg/ml( 

 )PE(فيكواريترين

)µg/ml( 

 )APC( آلوفيكوسيانين

)µg/ml(  
 )PC( فيكوسيانين

)µg/ml(  
  a 9/3±09/22 a15/0±68/1  كنترل

a9/0±06/7 a2/1±34/13 

 b2/3±41/18 b1/0±49/1 b6/0±58/6 b19/2±34/10   5 غلظت

 c8/2±18/13 c1/0±42/1 c34/0±81/4 c2/1±94/6  10 غلظت

 d13/3±05/6 d12/0±14/1 d46/0±87/2  d5/1±03/2 20 غلظت
  

 
در شرايط  فلز سنگين كادميم هاي مختلفتيمار اعمال تنش كوتاه مدت درپس از  .Anabaena spريز جلبك  كل پروتئين محتواي ييراتتغ -4 شكل

حروف متفاوت حاصل آزمون چند دامنه اي دانكن  .است )SE(انحراف معيار  ±داده ها نشان دهنده ميانگين%. 5در سطح معني دار  آزمايش استاندارد
  .بالاي نمودار بيانگر اختلاف معني دار مي باشد
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 )ميکرومولار(غلظت کادميم 

  
در  فلز سنگين كادميم هاي مختلفتيمار اعمال تنش كوتاه مدت درپس از  .Anabaena spريز جلبك ) MDA(محتواي مالون دي آلدهيد  -5شكل 

حاصل آزمون چند دامنه اي حروف متفاوت . است) SE(انحراف معيار  ±داده ها نشان دهنده ميانگين%. 5در سطح معني دار  آزمايش استانداردشرايط 
  .دانكن بالاي نمودار بيانگر اختلاف معني دار مي باشد
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 )ميکرومولار(غلظت کادميم

  
فلز  هاي مختلفتيمار اعمال تنش كوتاه مدت درپس از  .Anabaena spريز جلبك  (POD)تغييرات فعاليت آنزيم گاياكول پراكسيداز  -6شكل 

حروف متفاوت حاصل . است) SE(انحراف معيار  ±داده ها نشان دهنده ميانگين%. 5در سطح معني دار  آزمايش رداستاندادر شرايط  سنگين كادميم
  .آزمون چند دامنه اي دانكن بالاي نمودار بيانگر اختلاف معني دار مي باشد

نتايج داده هاي اثر : فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز
 گين كادميومسن مختلف فلز هاي تنش كوتاه مدت غلظت

آنزيم آسكوربات پراكسيداز در ريز جلبك مورد  فعاليت بر

با توجه به نتايج  .است داده شده نشان 8شكل  مطالعه در
موجود فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز در ريز جلبك 

Anabaena sp. بطور قابل توجهي در همه تيمارها نسبت ،
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  .  ميكرومولار مشاهده شد 20غلظت ليت آنزيم در به كنترل افزايش يافت و بيشترين ميزان فعا
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 )ميکرومولار(غلظت کادميم 

  
فلز  هاي مختلفتيمار اعمال تنش كوتاه مدت درپس از  .Anabaena spريز جلبك  )SOD( تغييرات فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز -7شكل 

حروف متفاوت حاصل . است) SE(انحراف معيار  ±داده ها نشان دهنده ميانگين %.5در سطح معني دار  آزمايش استاندارددر شرايط  سنگين كادميم
  .آزمون چند دامنه اي دانكن بالاي نمودار بيانگر اختلاف معني دار مي باشد
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 )ميکرومولار(غلظت کادميم 

  
فلز  هاي مختلفتيمار تنش كوتاه مدت دراعمال پس از  .Anabaena spريز جلبك ) APX(تغييرات فعاليت آنزيم آسكوربات پراكسيداز  -8شكل 

حروف متفاوت حاصل . است) SE(انحراف معيار  ±داده ها نشان دهنده ميانگين%. 5در سطح معني دار  آزمايش استاندارددر شرايط  سنگين كادميم
  .آزمون چند دامنه اي دانكن بالاي نمودار بيانگر اختلاف معني دار مي باشد

  بحث
  24م بعد از وپژوهش از اثر تنش كادمينتايج حاصل از اين 

ساعت نشان داد كه ميزان وزن خشك نمونه هاي ريز 
ور قابل توجهي كاهش مي يابند، ط، ب.Anabaena spجلبك 

ميكرومولار كاهش بيشتري در  20كه در غلظت  طوري هب
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شوري، خشكي و عناصر ). 1شكل (وزن خشك نشان داد 
تعادل ). 23(گذارد سنگين تأثير منفي در رشد و نمو مي

عنوان يك مكانيسم محافظتي  هب ROS بين توليد و تخريب
در شرايط تنش لازم است و از خسارت اكسيداتيو 

 )2013(همكاران  و Carfagna). 17(كند جلوگيري مي
سرب و  ميكرومولار 100و  50دريافتند كه غلظت هاي 

م هيچ تغيير چشمگيري بر روي رشد و پاسخ هاي وكادمي
آنها بعد . نداشت .Chlorella spيولوژيكي جلبك سبز فيز
 Chlorella در معرض قرار دادنپس از ساعت  24و  2از 

sp. م و واز فلز سنگين كادمي ميكرومولار 250غلظت  با
سرب اثرات چشمگيري در رشد اين ريز جلبك مشاهده 

يافتند كه در در EL-Sheekh وEL-Naggar  .)8( كردند
 25با غلظت  Chlorella vulgarisمعرض قرار گيري 

وزن خشك را بطور چشمگيري م، وكادمي ميكرومولار
آزمايش با اين نتايج همچنين  .)11( كاهش مي دهد

. مطابقت مي كند) 2012(و همكاران   Shanab مشاهدات
نسبت  Phormidium ambiguumگزارش كردند كه ان آن

حساس مي ) م و سربوجيوه، كادمي(به فلزات سنگين 
  .)29( باشد

فزايش و بتاكاروتن با ا aكلروفيل  ر اين پژوهش، محتوايد
طور معني داري كاهش مي ساعت ب 24م طي وغلظت كادمي

تنش عنصر سنگين نيز به ساختار ). 3و  2شكل (يابد 
كند و تيلاكوئيد و گراناي كلروپلاست آسيب وارد مي

ثباتي مجموعه پروتئين رنگيزه و تخريب باعث بي
مهار تجمع رنگيزه فتوسنتزي در ). 32(شود كلروپلاست مي

پاسخ به تنش فلزات سنگين و همچنين پر اكسيداسيون 
و  H2O2غشاء كلروپلاست ناشي از افزايش مقدار توليد 

). 25(باشد پراكسيداسيون ليپيد در غشاء كلروپلاست مي
مطابقت ) Bajguz )2011 تا مطالعاباين آزمايش داده هاي 

 Chlorella vulgaris او گزارش كرد كه ريز جلبك . دارد
م، سرب و مس در وتيمار شده با فلزات سنگين كادمي

كم شدن يا از بين ( لروزمولار، ك 4-10 و 6-10 غلظت هاي
را از خود نشان دادند و اين امر ) رفتن رنگدانه زرد طبيعي

 24در محتواي كلروفيل كل  يك كاهش چشمگيربدليل 
به تنش ساعت بعد از در معرض قرار گيري  48ساعت و 

علاوه بر اين  .)4( مشاهده شدم، مس و سرب وكادمي
نسبت به ها ها حساسيت كمتري به كلروفيلكاروتنوئيد

علت حفاظت از دستگاه لزات سنگين دارند كه احتمالاً بف
اشد و بفتوسنتزي در برابر تنش فلزات سنگين مي

نوري  كاروتنوئيدها از كلروفيل در برابر تخريب اكسيداتيو
تواند كاهش كاروتنوئيدها ميدر نتيجه  ،كنندمحافظت مي

 Prasad ).25(پيامدي جدي بر روي رنگيزه كلروفيل باشد 
كه تيمار با  ندمشاهده كرد 2005در سال  Zeeshan و

 Plectonema ريز جلبكدر ) ميكرومولار 4 و 2(م وكادمي

boryanum باعث كاهش مقدار كلروفيل a  و مقدار رنگيزه
 )2008(و همكاران  Murugesan. )26( شدكاروتنوئيدي 

 2تا  1م در غلظت هاي بين وگزارش كردند كه كادمي
mg/L ، مقدار كلروفيلa ريز جلبك Spirolina platensis 

. )22( يابدمي م كاهش چشمگير وبا افزايش غلظت كادمي
گزارش كردند كه ) 1394(هشتي فر و شريعتي همچنين ب

تيتانيوم سبب كاهش ميزان رنگيزه هاي كلروفيل و 
مي  Dunaliella salinaبتاكاروتن در جلبك تك سلولي 

  ). 1(شود 

 24م طي ونتايج حاصل از اين پژوهش از اثر تنش كادمي
و  آلوفيكوسيانين، فيكوسيانين ساعت نشان داد كه محتواي

بطور م وغلظت فلز سنگين كادميا افزايش بفيكواريترين 
 سيانوباكتري هادر  ).1جدول ( داري كاهش مي يابدي معن

كه در سطح استرومايي غشا  ييزوم هافيكوبيلي 
قرار دارند و حاوي فيكوبيلي پروتئين ها تيلاكوئيدي 

 PSIIعنوان آنتن هاي اوليه گيرنده نوري براي  ه، بهستند
وسيله اين پيگمان هاي اضافي ي بانتقال انرژ. عمل مي كنند

 بعدبه فيكوسيانين و ) در صورت وجود(از فيكواريترين 
الوفيكوسيانين و در نهايت به گيرنده هاي نور با طول موج 

 فيكوبيلي زوم ساختار و عملكرد ).34(شود  مي انجامبالا 
 موبا افزايش غلظت فلز سنگين كادمي سيانوباكتري ها

علت  احتمالاً، مي كندنترل پيدا كاهش بيشتري نسبت به ك



 1397، 3، شماره 31جلد                                                                                    )        مجله زيست شناسي ايران(ياهي مجله پژوهشهاي گ

621 

رنگيزه فلزات سنگين باعث تخريب اين امر اين است كه 
ها منبع  فيكوسيانين .مي شودهاي فيكوبيلي پروتئيني 

رو افت  اين ، از)30( هستند سيانوباكتري هانيتروژن در 
مهار شديد رشد را   .Anabaena spشديد فيكوسيانين در 

نشان مي م وسنگين كادمي غلظت هاي پايين فلز در حتي
 .شودييد مي أت دهد و اين امر با داده هاي وزن خشك نيز

 )2012(و همكاران  Singhبا مطالعات  اين آزمايشنتايج 
گزارش كردند كه مقدار فيكوسيانين در  انآن. مطابقت دارد

Anabaena sp. PCC7120  ميكرومولار 20تأثير تحت 
 .)33(يافت كاهش درصد  7/32م نسبت به كنترل وكادمي

كه  ندمشاهده كرد )Zeeshan )2005و Prasad  همچنين
 Plectonema boryanum ريز جلبك درم وتنش كادمي

    .)26( مي شودباعث كاهش مقدار فيكوسيانين 

محتواي پروتئين  نتايج حاصل از اين پژوهش نشان داد كه
. )4شكل ( مي يابدم كاهش وكادميكوتاه مدت تحت تنش 

Khudsar  در كاهش كهگزارش كردند ) 2001(و همكاران 

علت ب تواند مي يون بالاي هاي غلظت در محتواي پروتئيني
 افزايش فعاليت احتمالاً يا ها پروتئين بعضي سنتز در كاهش

همچنين كاهش در . )19( باشد پروتئوليتيك هاي آنزيم
هاي فعال متفاوت گونه محتواي پروتئين مي تواند به اثر 

با  ROSمربوط باشد، به گونه اي كه ) ROS(اكسيژن 
ب نابودي شماري زيادي از صدمه زدن به پروتئوم سب

 Sibiاين آزمايش با مطالعات نتايج . )39، 2( شودپروتئين 
بررسي اثر تنش مس بر روي گونه در ) 2014(و همكاران 

  و Chlorella vulgaris ،C. protothecoidesهاي 
C. pyrenoidosa همچنين نتايج اين  .)31( مطابقت دارد

مطابقت ) 2003(و همكاران  Rafiqulآزمايش با مطالعات 
ريز كه تنش شوري سبب كاهش محتواي پروتئين در دارد 

    . )27( شده است Spirulina fusiformisآبي - جلبك سبز

ريز در ) MDA(محتواي مالون دي آلدهيد  در اين مطالعه
گروه در مقايسه با  در كليه تيمارها .Anabaena spجلبك 
و بيشترين محتواي مالون دي  افزايش پيدا كردكنترل 

م مشاهده شد وميكرومولار كادمي 20آلدهيد در غلظت 
 طورب سلولي غشاي چربي اكسيداتيو تخريب). 5شكل (

 مي استفاده تنش در اكسيداتيو نشانگر يك عنوان هب گسترده
 هيدآلد دي مالون محتواي گيري اندازه توسط و شود

همچنين القاي پراكسيداسيون ليپيدها . شود مي زده تخمين
م نتيجه غير مستقيم انباشت پراكسيدهاي وتوسط كادمي

هيدروژن مي باشد، زيرا اين پراكسيدهاي هيدروژن در اثر 
). 15(مهار مسيرهاي متابوليكي مختلف ايجاد مي شوند 

 )Zeeshan )2005و  Prasadنتايج اين آزمايش با مطالعات 
 Plectonemaم در ريز جلبك ودر بررسي اثر كادمي

boryanum  مطابقت دارد كه ميزان پراكسيداسيون ليپيدي
همچنين نتايج اين ). 26(تنش افزايش مي يابد تأثير تحت 

در بررسي ) 2011(و همكاران  Sotoآزمايش با مطالعات 
اثر فلزات سنگين روي و مس بر ريز جلبك 

Pseudokirchneriella subcapitata  بر روي ميزان فعاليت
  ).  35(مالون دي آلدهيد مطابقت دارد 

افزايش در پراكسيداسيون ليپيدها در شرايط تنش ناشي از 
افزايش توليد گونه هاي فعال اكسيژن در شرايط تنش 
اكسيداتيو مي باشد كه حذف و يا خاموش نمودن آنها 

ارهاي خارج از توان گياه بوده و نشان مي دهد كه سازوك
ر تنش اكسيداتيو كافي دفاعي ايجاد شده در گياه در براب

كاهش رشد مي تواند نتيجه تأثير تنش كوتاه . نبوده است
يندهاي دخيل در توليد انرژي مانند ام در فرومدت كادمي

  . فتوسنتز باشد

اكسيژن  فعال هاي گونه توليد ميزان بين غيرتنش شرايط در
آنتي  دفاع سيستم توسط آنها كردن جاروب ظرفيت و

در  اما .دارد وجود تعادل )آنزيمي غير و آنزيمي( اكسيداني
ظرفيت  از اكسيژن فعال هاي گونه توليد ميزان تنش شرايط
بيشتر  اكسيداني آنتي دفاع سيستم توسط آنها كردن جاروب

براي  بنابراين .دهد مي رخ اكسيداتيو تنش در نتيجه ،شده
آنتي  دفاع ظرفيت سيستم ييرتغ اكسيداتيو تنش با مقابله

سوپر  مانند هايي آنزيم .باشد مي ضروري اكسيداني
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آسكوربات پراكسيداز  پراكسيداز، كاتالاز، اكسيدديسموتاز،
آنتي  دفاع سيستم مهم آنزيم هاي از ردوكتاز گلوتاتيون و

فعاليت در اين مطالعه . )3( مي باشند گياهان در اكسيداني
، آسكوبات پراكسيداز )POD(آنزيم هاي پر اكسيداز 

)APX ( و سوپر اكسيد ديسموتاز)SOD (طور معني داري ب
هاي اين آنزيم ).8و  7، 6 شكل( پيدا كرده استافزايش 

وقتي . باشندآنتي اكسيداني يك مكانيسم دفاعي در گياه مي
يند آنتي اكسيداني و افر ،شودبه گياه خسارت وارد مي

دهد و رخ مي ROSوليد زدايي در برابر تمكانيسم سميت
كه ROS گياهان مكانيسم دفاعي خودشان را در برابر توليد 

- افزايش مي ،ستا هاشامل چندين آنزيم و آنتي اكسيدان

سوپراكسيد ديسموتاز اولين آنزيمي است كه ). 21(د نده
در  H2O2و  O2زدايي و تبديل به راديكال يند سميتادر فر

اين . كندي شركت ميسيتوزل، كلروپلاست و ميتوكندر
آنزيم نقش مهمي در مكانيسم دفاعي گياه در برابر اشكال 

هاي آزاد و از تجمع راديكالكند ازي ميب OH راديكال
پراكسيداز گرايش گاياكول ). 20(كند اكسيژن جلوگيري مي

دهد و نقش مهمي مثبتي را نسبت به آنزيم كاتالاز نشان مي
و از  داردآنزيم كاتالاز  نسبت به H2O2زدايي را در سميت

 مهار درAPX . )12(كند سميت در گياه جلوگيري مي
ROS ديگر و ها جلبك گياهان، هاي سلول از محافظت و 

 مهار در APX .كند مي بازي را مهمي نقش زنده موجودات
H2O2 چرخه در ASH-GSH از استفاده طريق از ASH 

 تركيبي يلم APX .باشد مي درگير الكترون دهنده عنوان هب
 دارد POD و CAT هاي آنزيم به نسبت H2O2 به بالاتري

 در ROS مديريت در مهمي بسيار نقش است ممكن و
 .Aدر  APX افزايش در فعاليت .باشد داشته تنش شرايط

doliolum همچنين . تحت تنش شوري مشاهده شده است
 Picea و vulgaris Proteus در APXافزايش در فعاليت 

asperata 14(ت تنش آب مشاهده شده است تح .(Souza 
 تك جلبك ريز در كه اند كرده گزارش )2012( همكاران و

 مس و موكادمي فلزهاي ، Gonyaulax polyedraسلولي

 در ، SODجمله از اكسيدان آنتي هاي آنزيم افزايش موجب

در  همچنين. )36( مي شود مدت بلند تنش به يك پاسخ
 با SOD آنزيم عاليتف ،.Scenedesmus sp جلبكريز 

 Hazani). 37( مي يابد افزايش Zn+2 و Cu+2 غلظت افزايش
گرفتن ريز گزارش كردند كه قرار ) 2013(اران و همك
در معرض مقادير مختلفي از  Chlorella vulgarisجلبك 

نقره در محيط آبي سبب افزايش فعاليت آنتي اكسيداني 
SOD  وPOX 15( مي شود( .  

  كلي گيري نتيجه

در ريز جلبك ها  رفتنقرار گ با توجه به نتايج حاصل،
 24مدت ب موغلظت هاي مختلف فلز سنگين كادمي معرض

رنگدانه هاي ، ساعت، كاهش در ميزان وزن خشك
محتواي مالون در افزايش و ميزان پروتئين كل  و فتوسنتزي

در  APXو  SOD، PODهاي  آنزيم و فعاليتدي آلدهيد 
مشاهده شد كه اين اثرات در .Anabaena sp  ريز جلبك

بنابراين با در نظر  .ميكرومولار چشمگير بود 20تيمار 
در پالايش آلودگي را اينكه جلبك ها نقش مهمي گرفتن 

و اطلاعات  در محيط زيست بازي مي كنندفلزات سنگين 
رو  از اين ؛ن قرار مي دهندامفيدي را در اختيار محقق

جذب زيستي فلز ميزان  پيشنهاد مي شود كه اندازه گيري
. م توسط ريز جلبك مورد مطالعه قرار گيردوسنگين كادمي

غلظت هاي مختلف اثرات  منظور بررسي هاين پژوهش ب
 برخي برساعت  24مدت م بوفلزات سنگين كادمي
  .انجام شد پارامترهاي فيزيولوژي
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The effect of cadmium on growth characteristics and antioxidant 
enzymes in microalgea Anabaena sp. 

Sarmad J., Zamani M. and Fallah S.F. 
Biology Dept., Faculty of Sciences, Guilan University, Guilan, Rasht, I.R. of Iran 

Abstract 
In this study the effect different concentration of heavy metal cadmium (0, 5, 10 and 20 
µM) on two microalgea, Anabaena sp. were examined. After cadmium treatment, all 
samples with three replication were transferred to culture room with temperature of 
28±1 °C, light intensity of 2500 lux and duration of 16 hours light and 8 hours darkness 
with aeration condition. The results showed that with increasing cadmium concentration 
up to 20µM in microalgea Anabaena sp. The content of pigments (chorophyll a, β-
carotene, phycobiliproteins) and total protein were significantly reduced compare to 
control. Malondialdehyde (MDA) content as a product of oxidative stress and Enzyme 
activity of peroxidase (POD), ascorbate peroxidase (APX) and superoxid desmutase 
(SOD) significantly increased. According to the results, microalgae Anabaena sp. in 
short-term stress of metal cadmium low concentrations used in this study are sensitive.  

Key words: Anabaena sp., antioxidant enzymes, cadmium, photosynthetic pigments, 
protein  


