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  چكيده

موجود كل آفت كش هاي % 38شوند و هاي كشاورزي استفاده ميهاي ارگانوفسفره  براي كنترل آفتكشآفت

اين تركيبات استيل كولين استراز را مهار مي كنند كه منجر به تجمع استيل . جهان را شامل مي شوند در

هايي كه  داراي ويژگي سوبسترايي يكي از آنزيم. دنمرگ مي گردحتي كولين و در نهايت نقص در اندام و 

DFPase(هاست آنزيم دي ايزوپروپيل فلوروفسفاتازوسيع براي تجزيه ارگانوفسفات
باشد كه در مغز ماهي مي )1

هاي مهندسي تيمار تركيبات ارگانوفسفره با  استفاده از سوش. يافت شده است)  Loligo vulgaris (مركب

در اين مطالعه به منظور تسريع . باشدروش مناسبي براي حذف اين تركيبات مي  DFPaseشده حاوي آنزيم 

 B. subtilis WB600 براي اولين بار در ميزبان  DFPaaseيم تجزيه تركيبات ارگانوفسفره  بيان ترشحي آنز

اين مدل از بيان آنزيم باعث ميگردد محل آلوده مورد نظر سريعتر و با ايمني بالاتر رفع آلودگي . بررسي شد

بدست آمده  PCRمحصول . تكثير يافت pET28-inaV/N-dfpaseاز وكتور  PCRبه كمك  dfpaseژن . شود

مستعد با وكتور نوتركيب ترانسفرم  B. subtilis WB600سوش باكتريايي . كلون گرديد pWB980در وكتور 

باند پروتئيني  SDS PAGEبه كمك تكنيك  2بسيار غنيبررسي بيان ترشحي پروتئين در محيط . شدند

مطالعه . نشان داد rpm  150درجه و دور  35ساعت گرمادهي در دماي  72كيلودالتون را پس از  35حدود 

نتايج به دست  .فعاليت را نشان داد DFP ، U/l3333عاليت به روش مانيتورينگ فلورايد آزاد شده از تجزيه ف

  .بسيار كارآمد باشد توليد تجاري اين آنزيم،آمده نشان مي دهد سوش نوتركيب به منظور 

وپروپيل دي ايز"، "بيان ترشحي"، "B. subtillis WB600 "،"تركيبات ارگانوفسفره": كلمات كليدي
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مواد افزودني در صنعت نفت و كش، طور وسيع به عنوان حشره

هاي آبي و استفاده زياد و مكرر از اين تركيبات باعث آلودگي اكوسيستم

اگرچه اين تركيبات تجزيه پذيرند، اما سميت بالايي براي 

سالانه تقريبا سه ميليون  .]3[داران دارند

مسموميت با اين . ]4[مسموميت و سيصدهزار مورد مرگ در جهان در اثر تركيبات ارگانوفسفره اتفاق مي افتد

تركيبات در اثر حملات تروريستي، نشت اين مواد به محيط، موقعيت شغلي مثلا براي كارگران و كشاورزان اتفاق 

 .]5[ايجاد مي كندسميت حاد اين تركيبات طيف وسيعي از اختلالات را در سيستم عصبي و عضلاني 

  .]6[زايي مشابهي نيز دارنداكثر تركيبات ارگانوفسفره ساختار شيميايي يكساني دارند، بنابراين مكانيسم مسموميت

پيروفسفات  اتيلتترا) Moschenine(، زماني كه موچنين

 حشره) Lange and Von Krueger(ها، لانگ و وان روگر

 DFPبود كه در  P-Fتركيبات ارگانوفسفاتي شامل پيوندهاي 

 ارگانوفسفاتها يسم عملكرداولين كسي است كه 

  .]7[باشد را بيان كرد

- هاي ارگانوفسفاتي استرها يا تيولهاي مشتق شده از فسفريك، فسفوتيك، فسفونيك و يا فسفوراميديك

  

اكسيژن فسفر با يك پيوند دوگانه به گروه  ،در اين گروه از تركيبات

  . ]8[در اين گروه از تركيبات فسفر با يك پيوند دوگانه به گوگرد متصل مي باشد

يا غير ) تشكيل مي دهد فسفينات( گروه آريل يا آلكيل هستند كه به اتم فسفر، مستقيما

 R1و در موارد ديگر ) تيوآتروتشكيل مي دهد فسفات يا فسفو

تشكيل مي دهد ( يابدر اتصال ميبه يك اتم اكسيژن يا سولفو

ممكن است  Xگروه . باشدگروه آمينوي مي

 

  

طور وسيع به عنوان حشرهاز اواخر جنگ جهاني دوم تركيبات ارگانوفسفره به

استفاده زياد و مكرر از اين تركيبات باعث آلودگي اكوسيستم. ]1[پلاستيك در جهان بكار گرفته شدند

اگرچه اين تركيبات تجزيه پذيرند، اما سميت بالايي براي . ]2[خاكي در سرتاسر جهان با اين تركيبات شد

داران دارندپستانداران، و براي ديگر حيوانات و نيز براي بي مهرگان و مهره

مسموميت و سيصدهزار مورد مرگ در جهان در اثر تركيبات ارگانوفسفره اتفاق مي افتد

تركيبات در اثر حملات تروريستي، نشت اين مواد به محيط، موقعيت شغلي مثلا براي كارگران و كشاورزان اتفاق 

سميت حاد اين تركيبات طيف وسيعي از اختلالات را در سيستم عصبي و عضلاني 

اكثر تركيبات ارگانوفسفره ساختار شيميايي يكساني دارند، بنابراين مكانيسم مسموميت

، زماني كه موچنين1850سموم ارگانوفسفره براي اولين بار حدود سال 

ها، لانگ و وان روگربعد از گذشت سال. را سنتز كرد، معرفي شدند

تركيبات ارگانوفسفاتي شامل پيوندهاي و سنتز اولين  كردند يمعرف را ارگانوفسفاته

اولين كسي است كه  1952در سال ) Gross(وجود داشت به احتمال بسيار زيادگروس

باشد را بيان كردمي) AChE(آنزيم استيل كولين استراز كردن فعال

  ساختار تركيبات ارگانوفسفره

هاي ارگانوفسفاتي استرها يا تيولهاي مشتق شده از فسفريك، فسفوتيك، فسفونيك و يا فسفوراميديك

  

در اين گروه از تركيبات: تركيبات فسفاته) i: (ساختار كلي تركيبات ارگانوفسفره

در اين گروه از تركيبات فسفر با يك پيوند دوگانه به گوگرد متصل مي باشد: تركيبات فسفوروتيوآت ) ii( متصل مي باشد

R1  وR2 گروه آريل يا آلكيل هستند كه به اتم فسفر، مستقيما

تشكيل مي دهد فسفات يا فسفو( مستقيم به واسطه يك اكسيژن يا اتم سولفور

به يك اتم اكسيژن يا سولفو R2مستقيما به اتم فسفر متصل مي شود و 

گروه آمينوي مي NH2در فسفوراميدات يكي از اين گروه ها، ). فسفونات يا تيو فسفونات

  

 

   "پيشگفتار"

از اواخر جنگ جهاني دوم تركيبات ارگانوفسفره به

پلاستيك در جهان بكار گرفته شدند

خاكي در سرتاسر جهان با اين تركيبات شد

پستانداران، و براي ديگر حيوانات و نيز براي بي مهرگان و مهره

مسموميت و سيصدهزار مورد مرگ در جهان در اثر تركيبات ارگانوفسفره اتفاق مي افتد

تركيبات در اثر حملات تروريستي، نشت اين مواد به محيط، موقعيت شغلي مثلا براي كارگران و كشاورزان اتفاق 

سميت حاد اين تركيبات طيف وسيعي از اختلالات را در سيستم عصبي و عضلاني . مي افتد

اكثر تركيبات ارگانوفسفره ساختار شيميايي يكساني دارند، بنابراين مكانيسم مسموميت

سموم ارگانوفسفره براي اولين بار حدود سال 

)TEPP (را سنتز كرد، معرفي شدند

ارگانوفسفاته يها كش

وجود داشت به احتمال بسيار زيادگروس

فعال ريغ كه را

ساختار تركيبات ارگانوفسفره 1-1

هاي ارگانوفسفاتي استرها يا تيولهاي مشتق شده از فسفريك، فسفوتيك، فسفونيك و يا فسفوراميديككشحشره

  . اسيد هستند

ساختار كلي تركيبات ارگانوفسفره 1- 1شكل

متصل مي باشد

R1معمولا گروه 

مستقيم به واسطه يك اكسيژن يا اتم سولفور

مستقيما به اتم فسفر متصل مي شود و 

فسفونات يا تيو فسفونات
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متصل شده به  Xبه گروه . متعلق به يك طيف وسيع از هالوژن، آليفاتيك، آروماتيك يا گروه هتروسايكليك باشد

در  OPبدليل اينكه اين گروه وقتي كه . يا سولفور، گروه ترك كننده گفته مي شود

قرار مي گيرد و يا وقتي با  پروتئين هدف واكنش مي دهد، از اتم فسفر جدا مي 

  :شوند

اين . در ساختار ارگانوفسفره هاي اين گروه فسفر با پيوند دوگانه به يك اكسيژن متصل شده است

بودند و در حال حاضر به  هاي ارگانوفسفره اوليه تري استري از اسيدفسفريك

اين . در تري استرها همه چهار اتم اطراف فسفر، اكسيژن است

  . توانند استفاده گردند مانند پارااكسونباشند و كمي قبل از دروي محصولات كشاورزي مي

. پيوند دوگانه فسفر و اكسيژن، فسفر با پيوند يگانه به يك سولفور متصل شده است

روند مانند هاي سيستميك گياهي يا خاكي به كار مي

  

  .هاساختار شيميايي تركيبات ارگانوفسفره گروه اكسون

اين . هاي اين گروه فسفر با پيوند دوگانه به يك سولفور متصل شده است

                                         
1. oxon 
2 . phosphotriesters 
3 . phosphorothiolates 
4 . thiones 

 

متعلق به يك طيف وسيع از هالوژن، آليفاتيك، آروماتيك يا گروه هتروسايكليك باشد

يا سولفور، گروه ترك كننده گفته مي شوداتم فسفر بواسطه يك اكسيژن 

قرار مي گيرد و يا وقتي با  پروتئين هدف واكنش مي دهد، از اتم فسفر جدا مي ) PTEs(معرض فسفوتري استرازها

  طبقه بندي تركيبات ارگانوفسفره

شونداصلي طبقه بندي مي تركيبات ارگانوفسفره از نظر ساختاري به دو دسته

در ساختار ارگانوفسفره هاي اين گروه فسفر با پيوند دوگانه به يك اكسيژن متصل شده است:  1

  .باشدها ميدسته شامل فسفوتري استرازها و فسفوروتيولات

هاي ارگانوفسفره اوليه تري استري از اسيدفسفريككشآفت: 2فسفوتري استرها

در تري استرها همه چهار اتم اطراف فسفر، اكسيژن است. شوندعنوان نوع استاندارد در نظر گرفته مي

باشند و كمي قبل از دروي محصولات كشاورزي ميتركيبات بسيار فعال مي

پيوند دوگانه فسفر و اكسيژن، فسفر با پيوند يگانه به يك سولفور متصل شده استعلاوه بر : 3هافسفوروتيولات

هاي سيستميك گياهي يا خاكي به كار ميكشتر بوده و معمولا بعنوان حشرهاعضاي اين دسته سمي

ساختار شيميايي تركيبات ارگانوفسفره گروه اكسون 2- 1 شكل

هاي اين گروه فسفر با پيوند دوگانه به يك سولفور متصل شده استساختار ارگانوفسفرهدر : 

  .باشندها ميها و فسفوروتيونوتيولاتدسته شامل فسفوروتيونات

  

 

متعلق به يك طيف وسيع از هالوژن، آليفاتيك، آروماتيك يا گروه هتروسايكليك باشد

اتم فسفر بواسطه يك اكسيژن 

معرض فسفوتري استرازها

  .]9[شود

طبقه بندي تركيبات ارگانوفسفره 2- 1

تركيبات ارگانوفسفره از نظر ساختاري به دو دسته

1هاآكسون. الف

دسته شامل فسفوتري استرازها و فسفوروتيولات

فسفوتري استرها.  1

عنوان نوع استاندارد در نظر گرفته مي

تركيبات بسيار فعال مي

فسفوروتيولات.  2

اعضاي اين دسته سمي

  .دمتون

: 4هاتيون. ب

دسته شامل فسفوروتيونات
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سولفور و سه پيوند  - هاي اين زيرگروه، يك پيوند دوگانه فسفر

هاي اين زير گروه يك اتم سولفور با پيوند دوگانه و يك 

هايي از اين فورات، تربوفوس و مالاتيون نمونه

  .هاباشند مانند فسفرآميدها و فسفرآميدوتيونات

( هاشوند مانند فسفوناتساختارهاي ديگري از تركيبات ارگانوفسفره نيز وجود دارند كه از تركيبات فوق مشتق مي

كه از ديگر مشتقات مهم تركيبات ارگانوفسفره به 

  

با دارا بودن گوگرد در ساختارشان در ديازينون و 

  .گوگرد موجود در ساختار اين تركيبات از طريق پيوند دوگانه با گروه فسفر اتصال دارد

                                         
1 . phosphorothionates 
2. phosphorothionothiolates 

 

هاي اين زيرگروه، يك پيوند دوگانه فسفردر ساختار ارگانوفسفره: 1هافسفوروتيونات

  .شود مانند پاراتيون، ديازينون و كلرپيريفوسديده مي اكسيژن

هاي اين زير گروه يك اتم سولفور با پيوند دوگانه و يك در ساختار ارگانوفسفره: 2هافسفوروتيونوتيولات

فورات، تربوفوس و مالاتيون نمونه. سولفور ديگر به عنوان تيواستر به فسفر مركزي متصل شده است

  .باشندركلاس بسيار سمي مي

باشند مانند فسفرآميدها و فسفرآميدوتيوناتمشتقات آميدي اسيدفسفريك مي: آميدهاي ارگانوفسفره

ساختارهاي ديگري از تركيبات ارگانوفسفره نيز وجود دارند كه از تركيبات فوق مشتق مي

كه از ديگر مشتقات مهم تركيبات ارگانوفسفره به ) P-CN( هاسفروسيانيداتف) P-F(ها ، فسفروفلوريدات

10[.  

و  ، مالاتيونپارااكسون: هاساختار شيميايي تركيبات ارگانوفسفره گروه تيون

گوگرد موجود در ساختار اين تركيبات از طريق پيوند دوگانه با گروه فسفر اتصال دارد. اين گروه قرار مي گيرند

  

 

فسفوروتيونات.  1

اكسيژن - فسفر

فسفوروتيونوتيولات.  2

سولفور ديگر به عنوان تيواستر به فسفر مركزي متصل شده است

ركلاس بسيار سمي ميزي

آميدهاي ارگانوفسفره.  3

ساختارهاي ديگري از تركيبات ارگانوفسفره نيز وجود دارند كه از تركيبات فوق مشتق مي

P-C(فسفروفلوريدات ،

10[آيندشمار مي

ساختار شيميايي تركيبات ارگانوفسفره گروه تيون3- 1شكل

اين گروه قرار مي گيرند
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  هابرروي انسان تأثير تركيبات ارگانوفسفاتي 3- 1

استنشاق وهمچنين از طريق واكنش با گروه رزيدوي تيروزين   ،ها بطور موثري از طريق دهانارگانوفسفات

ترين عامل توانند وارد بدن انسان شوند و به عنوان يكي از شايعهاي موجود در اپيتليوم پوست ميكراتين

هاي ارگانوفسفاتي براي تشخيص معرفي يا شناخت واكنش. ]12-11[باشندها در سطح جهان ميمسموميت

- 13[هايي براي جلوگيري و درمان، مورد نياز استارزيابي پتانسيل مهاري و طراحي استراتژي ،هاي هدفپروتئين

  : كه برخي از آن ها مثل. ثر مي باشدارگانوفسفاتها بر روي سيستم هاي متعدد بيولوژيكي بدن انسان مؤ ]15

  اختلال درسيستم عصبي 1- 3- 1

ها مي باشد سيستم عصبي آنها بر روي آن مؤثر مييكي از سيستم هاي مهم بيولوژيكي جانوران كه ارگانوفسفات

كه ترين و مؤثرترين روشي در مهم. شودهاي مختلفي باعث اختلال در عملكرد سيستم عصبي ميباشد كه با روش

در مهره داران كولين . ]16[گردداستراز برميشود به مهار كولينباعث اختلال در عملكرد سيستم عصبي مي

 نيكول ليريبوت اي استراز نيسودوكولو ) AChE(استيل كولين استراز : استرازها به دو گروه عمده تقسيم مي شوند

ويژگي ،هاي كاتاليتيكي آن هاكه براساس ويژگي ،)بازدارنده ارگانوفسفت هاي با كاربرد نظامي) (BChE(استراز

  . ]20-17[شوندهاي خاص تقسيم بندي ميهاي سوبسترايي و يا قابليت مهار توسط مهاركننده

-ميتر استيلهيدروليز نوروترانس ،اشاستراز، يك سرين هيدرولازي است كه نقش فيزيولوژيكي اصلياستيل كولين

استيل كولين استراز با اين هيدروليز انتقال پيام عصبي را در . مي باشد كينرژيكولهاي كولين در سيناپس

به محصولات غير فعال كولين و اسيد ) Ach(كوليندهد با تخريب هيدروليتيك، استيلها خاتمه ميسيناپس

  . ]21[شوداستيك تبديل مي
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استيل كولين استراز در فضاي سيناپسي استيل كولين را به كولين و استيك اسيد تجزيه مي : نقش استيل كولين استراز :4- 1شكل

   .]22[كند

شود تا اين تركيبات با ايجاد پيوند كووالانسي و فسفريلاسيون گروه ها سبب ميقرار گرفتن در معرض ارگانوفسفات

كولين استراز شود كه منجر به تجمع هيدروكسيل سرين موجود در جايگاه فعال آنزيم باعث مهار آنزيم استيل

  ).13(گرددها ميكولين در سيناپساستيل

هاي  آن دسته از اعمالي هستند كه با جنبه اليت بخش كولينرژيك سيستم عصبي خود مختارفع(كينرژيكول ريمس

 ،تشنگي ،در مغز با انواع مختلفي از رفتارها و عملكردها از جمله گرسنگي )نباتي زندگي روزمره سروكار دارند

شود ي اين موارد به عملكرد و حضور آنزيم مربوط ميهمه. ]23[پرخاشگري و فهم در ارتباط است ،تنفس ،تعرق

مثل تغييرات غلظت يوني كه بر طبق رسپتورهاي مختلف فرق  .كه به وضعيت بيولوژيكي داخل سلول ارتباط دارد

كولين كه به ي استيليك نوع گيرنده( )mAChR(هاي موسكارينيمهار استيل كولين استراز در گيرنده. كندمي

-باعث تغييرات در غلظت يون كلسيم هم در داخل و هم در خارج سلول مي) دهدن واكنش نشان ميموسكاري

هاي ديگر و شرايط و اين تغيير غلظت كلسيم بر ساير شرايط سلولي مثل تغيير غلظت يون. ]25- 24[گردد

) لنينجر و لوديش( باشدهاي موجود در شبكه اندوپلاسمي و غشا مؤثر ميها و پروتئيناسمولاريته و عملكرد آنزيم

در تعادل فعاليت  mAChRتحريك بالاي . گردديم مركز mAChRكولين منجر به فعاليت بالاي تجمع استيل

هاي نورولوژيكي تجمع استيل كولين نيز سبب آسيب. ]28-26[كندگلوتاماترژيك و گاباارژيك اختلال ايجاد مي

 حد از شيبو ترشح . ]32[مركزي باشد mAChRتشنج ممكن است نتيجه تحريك بالاي . ]31- 29[شودمي

باعث تحريك ترشح بالاي كلسيم در  ،از نورون هاي گلوتاماترژيك ) يعصب يكيتحر دهنده انتقال كي(گلوتامات

ها اين. ]30[هاي عصبي گرددهاي سلولتواند منجر به آسيبچنين ترشحي مي. گرددسيناپسي ميسلول پس

ت بر تواند اثرات مضر و طولاني مدها ميدهنده اين است كه قرار گرفتن در معرض مقدار بالاي ارگانوفسفاتنشان

ها بر اعصاب دارند شامل از دست اي كه ارگانوفسفاتهاي ثانويهآسيب. ]33[ساختار مغز و عملكرد آن داشته باشد

از دست دادن . ]34[باشدمشكلات گفتاري و مشكلات رفتاري و كاهش حس مي ،ناتواني در تمركز ،دادن حافظه

- گيرد و از ديگر علامتهفته در معرض قرار گرفتن با تركيبات ارگانوفسفره صورت مي 2-3حافظه معمولا بعد از 

-35[باشدو آتاكسيا مي سستي عضلات ،روندهضعف پيش ،دادن حساز دست ،هاي آن مثل سوزش دست و پا

اين آنزيم . مي شوند )Ca²+ )CaMK2كيناز وابسته به ها سبب تغيير در فعاليت كالمودولينارگانوفسفات. ]36

 2هاي سه گانه پروتئين توبولين آلفا و بتا و ميكروتوبول مرتبط با پروتئين ،هاي سيتواسكلتفسفريلاسيون پروتئين

  .]38- 37[دار استفره مي باشد را عهدهو نوروفيلامنت كه درگير در پاتوژنيسيته تركيبات ارگانوفس


