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 Anabaena Oryzaeعزل وتشخیص بعض أنواع السموم المنتجة من قبل السیانوبكتریا نوع 
  المعزولة محلیا ودراسة تأثیراتها على فئران المختبر

  3إحسان محمود عبداالله ، 2حمید سلمان خمیس،  1أیمن عوني سلیم

  ، العراق تكریت  المدیریة العامة للتربیة في صلاح الدین 1
       ، تكریت ، العراق  جامعة تكریت،  للبناتكلیة التربیة  2
  ، العراق  ، تكریت جامعة تكریت،  كلیة الطب 3

  الملخص
الخیطیــة الحاویــة علــى  مــن البیئــة المحلیــة لمدینــة تكریــت وهــي عبــارة عــن أحــد أنــواع الســیانوبكتریا Anabaena oryzaeتــم الحصــول علــى العزلــة 

لــوكس ودرجــة حــرارة  2500فــي حاضــنة هــزازة وتحــت شــدة اضــاءة  ASM-1الانتقــائي الوســط الزرعــي  الحوصــلة، وتمــت تنمیتهــا فــي المختبــر علــى
  م.26°

تقنیـة مطیافیـة منها حسب الطرق المتبعة علمیا لاستخلاص النواتج الحیویة، وتـم تشخیصـها بواسـطة التقنیـات الحدیثـة:  النواتج الحیویة استخلاصتم  
  .NMRتقنیة مطیافیة الرنین النووي المغناطیسي و  I.R ت الحمراءتقنیة طیف الاشعة تح، HPLC-MSالكتلة

-MCYST-LAba ،MCYST-YM(O) ،[D   بأشـــــــــــــــــكاله المختلفـــــــــــــــــة Microcystinأثبـــــــــــــــــت التشـــــــــــــــــخیص وجـــــــــــــــــود الســـــــــــــــــم الكبـــــــــــــــــدي 

Asp3,Dha7]MCYST-LR  وMCYST-YA فضــــــلا عــــــن وجــــــود الســــــم العصــــــبي ،Anatoxin-a نــــــوع  لســــــیانوبكتریال النــــــواتج الحیویــــــة فــــــي
Anabaena oryzae. 3000و  2000و  1000علـــى الفئـــران المختبریـــة بطریقتـــي التجریـــع والحقـــن وبتراكیـــز النـــواتج الحیویـــة تمـــت تجربـــة هـــذه 

لأورام اإثـــارة فـــي  كـــان ســـببا Anabaena oryzaeالنـــاتج الحیـــوي للســـیانوبكتریا نـــوع  أنالفـــأر، وقـــد أظهـــرت النتـــائج مـــایكروغرام/كغم مـــن وزن 
وبینـت النتـائج ظهـور أعـراض التسـمم العصـبي الظاهریـة فـي السـاعات الأولـى  لأنسجة أكبـاد الفئـران عن تسببه في تسمم خلایا الكبدفضلا  السرطانیة
فیما ظهرت أعراض تسمم كبدي علـى هـذه الحیوانـات بعـد تشـریحها، وشـملت تغیـر لـون الكبـد إلـى قـاتم وتضـخمه وظهـور تنخـر فضـلاً عـن  للاختبار،

م فصوصه مع وجود نزف دموي فیه.تفصصه في بعض الأ ّ   حیان وتور
انتفـــاخ شـــدید فـــي الخلایـــا مـــع تجمـــع ســـوائل فـــي أمـــا التـــأثیرات النســـیجیة التـــي ظهـــرت فـــي المقـــاطع النســـیجیة لأكبـــاد الحیوانـــات فكانـــت علـــى شـــكل 

یادة فـي أحجـام النـوى وتشـوهها وانحلالهـا فـي بعـض مع ز  مع وجود خلایا متعددة النوى من الكریات البیضاء، البروتوبلازم، وزیادة عدد الخلایا اللمفیة
ــا فــي طــور الانقســام ممــا یــدل علــى احتمــال إصــابوتحطــم النســیج الكبــدي التراكیــز العالیــة ، وهــذه بالســرطان ة أكبــاد هــذه الحیوانــات، مــع وجــود خلای

  الأعراض تتأثر بالجرعة ونوع الناتج الحیوي.
  المقدمة 

 –عـــرف ســـابقاً بالطحالـــب الخضـــراء تعـــرف الســـیانوبكتریا أو مـــا كانـــت ت
المزرقـــة بأنهـــا تلـــك الكائنـــات البدائیـــة النـــواة والقـــادرة علـــى القیـــام بعملیـــة 

تنتمــــي الســــیانوبكتریا إلــــى ، حیــــث التركیــــب الضــــوئي أو التغذیــــة الذاتیــــة
صــنف  ،Eubacteria(بدائیــة النــواة)، قســم  Moneraمملكــة الأولیــات 

Cyanobacteria  .  
ا صـفات فریـدة مـن نوعهـا مـن بـین الأحیـاء المجهریـة تمتلك السـیانوبكتری

ــــك  ــــون دراســــتها أهمیــــة خاصــــة ، ومــــن بــــین تل ممــــا جعــــل البــــاحثین یول
  -المیزات قیام بعضها بعملیة تثبیت النتروجین الجوي ومنها :

Nostoc , Anabaena   ]1[،  إضــافة إلــى قیــام بعضــها بتحریــر
مثـــل ،]2[الجـــوي  الهیـــدروجین كنـــاتج عرضـــي لعملیـــة تثبیـــت النتـــروجین

 . oscillateria , Nostoc , Anabaenaأجناس 

إضــافة إلــى مــاذكر فــأن بعــض أنــواع الســیانوبكتریا تفــرز مــواد ســامة ،  
عـن  ةوالتي هـي عبـار    Alkaloidsإن هذه السموم عباره عن قلویدات 

Anabaena الذي ینتج من قبل  a -Anatoxinسموم عصبیة ومنها 
 aquae-flos  ، aquae-flos menonAphanizo  إضـافة إلـى .

بأشـكال المتعـددة التـي تنـتج   microcystinبعض السموم الكبدیة مثـل 

  Oscillatoriaو Anabaena ,Nodularia ,Nostocمـن قبــل 
]3[  .  

إن الســیانوبكتریا وبــاقي الهائمــات النباتیــة هــي أجــزاء هامــة مــن الأنظمــة 
ــــــــد مــــــــن الها ــــــــة وتعــــــــیش علیهــــــــا العدی ــــــــة المائی ــــــــة البیئی ئمــــــــات الحیوانی

zooplankton كالــــــrotifers  والقشـــــریات والابتـــــدائیات وحیـــــدة الخلیـــــة
protozoans ]4]،[5]،[6[.  

واســعاً مــن المركبــات الســامة، إن كــلاً منهــا هــو  طیفــاً  تنــتج الســیانوبكتریا
ــــانوي ــــي مــــؤیض ث ــــة  بمــــا یعن ــــات الحی أنهــــا لا تســــتعمل مــــن قبــــل الكائن

 المؤیضــات الثانویــةراض ثانویــة. إن لأیضــها الابتــدائي، إنمــا تنــتج لأغــ
وتكـون عـادة  ،تنتج من قبـل العدیـد مـن النباتـات والكائنـات الحیـة الدقیقـة

ً  -جنساً  – محددة ◌ والتـي  المؤیضـات الابتدائیـةسلالة، بخـلاف  - نوعاً
 تلیســ المؤیضـات الثانویـةإن  .]7[تكـون شـائعة لمعظـم الكائنـات الحیـة 

إن الأمثلـة علـى  ائن الحي الذي ینتجها.للك ةهام اللحیاة ولكنه ةضروری
تتضـــــــــمن الهورمونـــــــــات والمضـــــــــادات الحیویـــــــــة  المؤیضـــــــــات الثانویـــــــــة

ــــأثیرات  allelochemicalsو والســــموم.إن الســــموم هــــي مركبــــات لهــــا ت
  .]8[ خرىمؤذیة على الخلایا والأنسجة بالنسبة للكائنات الأ
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، علــى هنــاك أنــواع عدیــدة مــن الســیانوبكتریا، شخصــت أو فهمــت ضــمناً 
إن هناك العدید مـن أنـواع السـیانوبكتریا .]9[أنها تمتلك خصائص سامة 

ــیلاً منهــا قــد عــزل وشــخص. إن  ،منتجــة للســموم ومــع هــذا فــإن عــدداً قل
 ,Anabaena, Aphanizomenonالأنــواع الأكثـــر شـــیوعا هـــي 

Cylindrospermopsis, Gloeotrichia, Lyngbya, 
Microcystis, Nodularia, Oscillatoria ]9[،]10[،  وذلـك لأن

ـــات  تســـبب كمـــا هـــذه الأنـــواع یعـــزى الیهـــا أكثـــر حـــوادث التســـمم للحیوان
   .]12]،[11]،[10[ مراض للانسانالأ

لقــد صــنفت الســموم المنتجــة مــن قبــل الســیانوبكتریا إلــى فئتــین رئیســیتین 
مركبــــات ســــامة للخلایــــا  الأولــــى :اســــتناداً إلــــى نــــوع التــــأثیر البــــایولوجي

تـــــم  قـــــد ، ومعظمهـــــابواســـــطة الســـــیانوبكتریاتنـــــتج  cytotoxinsســـــمیت 
ولـــم تظهــر هـــذه الســـموم  ،استخلاصــه مـــن الســـیانوبكتریا البحریــة المنشـــأ

ـــاً واســـعاً مـــن  ـــرغم أنهـــا أظهـــرت طیف ـــوان ب ـــة الوفـــاة للحی أنهـــا تســـبب حال
. والفئـة الرئیسـیة الثانیـة ]13[ الفعالیـات المضـادة للكائنـات الحیـة الدقیقـة

، biotoxinsلهـا تـأثیر سـام للكـائن الحـي سـمیت   كـان من هذه السموم
ـــإ هــو المســؤول عــن معظــم حــوادث تســمم  الحیوانــات،  biotoxinsن ال

شارة إلیهـا باعتبارهـا إنها تلك الفئة من السموم السیانوبكتیریة التي یتم الإ
 biotoxinsالمخــــــاطر الرئیســــــیة علــــــى صــــــحة الإنســــــان. إن الــــــــمــــــن 

ـــت وشخ ـــي عزل ـــع أساســـاً فـــي أربعـــة أصـــناف الســـیانوبكتیریة الت صـــت تق
ـــــــــة، و الســـــــــموم العصـــــــــبیة أساســـــــــیة: ـــــــــر و  ،الســـــــــموم الكبدی الســـــــــموم غی

  .]lipopolysaccharides ]10والـ ،المتخصصة
هنــاك عــدد مــن الســموم الكبدیــة تنــتج مــن قبــل أصــناف وســلالات ضــمن 

 ,Anabaena, Cylindrospermopsis, Microcystisالأنـواع 

Nodularia, Nostoc  وOscillatoria ]14[ لقـد عزلـت السـموم .
الكبدیــــة المنتجــــة مــــن قبــــل هــــذه الأنــــواع وحــــدد تركیبهــــا الكیمیــــاوي، إن 

كمـا أنهـا ، السموم الكبدیة هـي الأكثـر شـیوعاً بـین السـموم السـیانوبكتیریة
صاحبة الشأن الأكثر شیوعاً في حالات التسـمم الحـادة. إنهـا أبطـأ تـأثیراً 

مـا بــین مـدة ن تحصـل الوفـاة خـلال یمكـن أ، حیـث مـن السـموم العصـبیة
دقائق إلى بضعة أیام اعتماداً على عدد مـن العوامـل تتضـمن حجـم  10

    جرعة السمو  لأصنافوا الحیوان
  تكون السموم الكبدیة على عدة أنواع هي:

 1 – Microcystins :إن الــــــــmicrocystins ـــــــارة عـــــــن  ومســـــــم عب
ول مــرة كمســتخلص لأ توقــد عزلــ، الببتیــد ســباعیةالحلقــة  ةأحادیــ ةكبدیــ

ــخــام مــن الـــ  مــن قبــل NRC-1ســلالة  Microcystis aeruginosaـ
ـــ ،]15[ ــومــن ثــم عزلــت أیضــاً مــن ال  ,Anabaena, Nodulariaـ

Nostoc and Oscillatoriaالســم الكبــدي العدیــد  ا. لقــد أعطـي لهــذ
، مـــع ذلـــك فـــإن cyanoviridinو cyanoginosin منهـــامـــن الأســـماء 

microcystin  14[ حالیاً  لأكثر شیوعاً اهو الإسم[  .  
ــــــرمن  ــــــم اكتشــــــاف أكث ــــــد ت ـــــــشــــــكل ســــــام مــــــ 40لق   microcystinsن ال

ن الـــــــــوزن الجزیئـــــــــي إ. ]16[ بالإضـــــــــافة إلـــــــــى أشـــــــــكال غیـــــــــر ســـــــــامة
دالتـــون اعتمـــاداً  1044دالتـــون و 909یتـــراوح بـــین   microcystinsللــــ

  . ]3[ على النوع

 2 – Nodularin : إن الســیانوبكتریاNodularia spunzigena 
إنــه  ، microcystinsتنــتج ســماً كبــدیاً مشــابهاً مــن الناحیــة التركیبیــة للـــ

ـــة  ــــ خماســـيأحـــادي الحلق ـــد أصـــغر مـــن ال وبـــوزن  microcystinsالببتی
ـــــــي  ـــــــى  824جزیئ ـــــــوي عل ـــــــون ویحت ـــــــةبعـــــــض  دالت  الأحمـــــــاض الأمینی

-D-glutamic acid, D-B-methylaspartic acid, L والمركبـات
arginine, D-N-methyl-dehydrobutyrine,3-amino-9-

methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-6,4-
dienoicacid (ADDA) ]17[.   

ـــاني مـــن الســـموم المنتجـــة مـــن الســـیانوبكتریا فهـــو الســـموم  أمـــا النـــوع الث
والببتیـدات  alkaloidsحیث تتوزع هذه السـموم بـین القلویـدات  العصبیة

peptides  ــــــــدهون ، lipopolysaccharidesوالســــــــكریات متعــــــــددة ال
والتـي هـي عبـارة وتكون القلویدات هي الأكثر فجائیـة مـن حیـث التـأثیر، 

عـــن ســـموم عصـــبیة تســـبب المـــوت المفـــاجيء بواســـطة شـــلل العضـــلات 
الهیكلیة الخارجیة، ومن ثم عضـلات الجهـاز التنفسـي مؤدیـة إلـى توقـف 
التــنفس فــي خــلال بضــع الــدقائق إلــى بضــع الســاعات التالیــة للتعــرض. 
ـــتج مـــن قبـــل أصـــناف وســـلالات تعـــود للأنـــواع  إن ســـموم الأعصـــاب تن

Anabaena ]18[ ،Aphanizomenon ]19[ ،Nostoc ]20[ ،
Oscillatoria ]21]،[22]،[23[ وTrichodesmium ]24[ .  

وتصـــنف ســـموم الأعصـــاب المنتجـــة بواســـطة الســـیانوبكتریا فـــي الوقـــت 
  ي:الحاضر إلى عدة مجامیع من الناحیة الكیمیائیة وه

1 – Anatoxin-a: نـــتج مـــن قبـــل ویAnabaena flos-aquae ،
 secondaryهــو    tropane-related alkaloidإن هــذا الســم الـــ

amine,2-acetyl-9-azabicyclo[4.2.1] non-2-ene 
]25]،[26[.   
2 – Homoanatoxin: فــي تركیــب  ]27[ نجــحethylene  متماثــل

  ]22[ عــــــزل، عــــــدفیمــــــا ب homoanatoxinـســــــمي بــــــ anatoxin-aللـــــــ
 Oscillatoriaمـــــــن ســـــــلالة تعـــــــود إلـــــــى  homoanatoxinالــــــــ

rubescens  الـ وأثبت أنه أقل سمیة بعض الشيء منanatoxin-a    
3 – Anatoxin-a(s): إن مسح عینات مختلفـة مـن الــAnabaena 

ـــاً أقـــوى  لأجـــل فحـــص ســـمیتها  10كشـــفت عـــن ســـم عصـــبي كـــان ممیت
 مــات تســمم عصــبي مختلفــة،ویظهــر علا anatoxin-aالـــ مــن أضــعاف

العلامــة الملاحظــة بوضــوح هــي ســیلان لعــاب فئــران المختبرلهــذا الســبب 
إلــى الحــرف الأول  sحیــث یشــیر الحــرف  anatoxin-a(s)فإنــه یــدعى 

  .]10]،[8[ وتعني (سیلان اللعاب) salivationمن 
4 – Saxitoxin& Neosaxitoxin:  الســـــــمین العصـــــــبیین إن

saxitoxin وneosaxitoxin  واللـذین یكــاد یطـابق أحــدهما الاخـر مــن
وهمـــا  ،الناحیـــة البنائیـــة ولكنهمـــا غیـــر مـــرتبطین ببـــاقي الســـموم العصـــبیة

 Aphanizomenon flos-aquae ینتجـــــــان مـــــــن قبـــــــل النـــــــوع 
   .]Anabaena circinalis ]28و

  العمل ائقالمواد وطر 
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اســــتخدم الوســــط الانتقــــائي : تحضــــیر وســــط تنمیــــة الســــیانوبكتریا
ASM-1 1یتكـــــون الوســـــط الانتقـــــائي و  ،]29[ لتنمیـــــة الســـــیانوبكتریا-

ASM  مقاسـة بوحـدة من المواد التالیة وبـالتراكیز المدونـة إزاء كـل منهـا
  -(مایكرومول/لتر):

     
Na2EDTA            20 CuCl2.2H2O      0.0008 NaCl                      200 

MoO3                   0.1 MgSO4.7H2O        150 MgCl2                    145 

NaHCO3             300 CaCl2                     190 K2HPO4                 100 

CoCl2.6H2O       0.08 Na2HPO4               100 HBO3                         6 

D.W.                     1L FeCl3.6H2O              9 ZnCl2                         3 

أذیبــت مكونــات الوســط فــي المــاء المقطــر مــع التحریــك المســتمر لإتمــام 
ــــدروجیني  ــــاس الأس الهی ــــم قی ــــذوبان. ت ــــة ال للوســــط باســــتخدام  pHعملی

، Orionمـن شـركة  Model SA520جهـاز مقیـاس الدالـة الحامضـیة 
) بوسـاطة مسـحوق بیكربونـات الصـودیوم 7.8-7.6بـین ( pHـوضبط ال

ثـم وزع الوسـط السـائل ، عیـاري 0.1 فـفأو حامض الهیـدروكلوریك المخ
علــى الــدوارق المســتخدمة التــي وضــع علــى فوهــة كــل منهــا ســدادة مــن 

وعقــــم الوســــط  فــــي جهــــاز المؤصــــدة  ،القطــــن المغلــــف بالشــــاش الطبــــي
)Autoclaveلمــــدة 2باونــــد/انج 15 م، وضــــغط° 121حــــرارة  ) بدرجــــة 

  دقیقة وحفظ في درجة حرارة الغرفة لحین الاستعمال. 15
% مـن 1تـم اسـتخدام  ASM-1حصول على وسط صـلب مـن وسـط ولل

وبعـــد التعقـــیم تـــم  الســـائل، ASM-1أضـــیف إلـــى وســـط  Agarالأكـــار 
 بواقـع ، فـي أطبـاق بتـري بلاسـتیكیة معقمـة ثـم صـبّ  ،م° 50 تبریده إلـى

وحفظـــت فـــي الثلاجـــة إلـــى  ،لكـــل طبـــق تحـــت ظـــروف معقمـــة 3ســـم 20
  یا فیها.حیث تمت زراعة السیانوبكتر  ،الیوم التالي

  جمع العینات
حیث شملت  ،تناولت الدراسة جمع عینات من مناطق بیئیة مختلفة

  عینات من الماء والتربة والصخور ضمن منطقة تكریت
  عزل وتنقیة السیانوبكتریا

تمــت زراعــة العینــات تحــت ظــروف التعقــیم بنشــر قطــرات مــن المــاء مــن 
صــخور فــي أطبـــاق العینــات المائیــة ونشــر دقــائق الطــین أو التربــة أو ال

وبعـدها حضـنت فـي  ،فـي الفقـرة السـابقة بتري التي تمت تهیئتها كما ورد
ضـاءة م° 2±26 الحاضـنة بدرجـة حـرارة ٕ بعـد أربعـة إلـى .  2500lux وا

وبعــد ملاحظــة نمـــو المســتعمرات الصــغیرة جــرى الفحـــص  ،ســتة أســابیع
وهــي بـــداخل طبـــق  Dissecting Microscopeالمجهــري بواســـطة  

ثــــــم نقلـــــــت  ،لمــــــت المســــــتعمرات بواســــــطة قلــــــم ماجــــــكبتــــــري حیــــــث ع
المســـتعمرات النامیـــة كـــل مســـتعمرة علـــى حـــدة إلـــى طبـــق بتـــري منفصـــل 

ثـــم  ،الصـــلب المحضـــر حـــدیثاً  ASM-1یحتـــوي علـــى الوســـط الانتقـــائي 
تركــت لتنمــو ثانیــة لفتــرة مــن أربعــة إلــى ســتة أســابیع، وفــي حالــة ظهــور 

الطریقــة الســابقة نفســها. أكثـر مــن نــوع فـي الطبــق الواحــد فیجــري العـزل ب
الســــائل فــــي دوارق  ASM-1بعــــد ذلــــك نقلــــت المســــتعمرات إلــــى وســــط 

 ،مـن الوسـط 3سـم 100یحتوي كـل منهـا علـى  ،3سم 250زجاجیة حجم 
بدرجـــة  )Shaker Incubator( وتركـــت لتنمـــو فـــي الحاضـــنة الهـــزازة

ضـــاءة ° 25    حـــرارة ٕ وبعـــد فتـــرة أســـبوعین إلـــى ثلاثـــة ، lux 2500م وا

ــــذلك یمكــــن تكثیرهــــا إلــــى تكــــون ال ــــد وب ــــد نمــــت بشــــكل جی مســــتعمرات ق
تــــم تجدیــــد الوســــط  النــــوع المعــــزولوللحفــــاظ علــــى  الكمیــــات المطلوبــــة.

  وزراعته كل أسبوعین لحین إجراء التجارب اللازمة.
  ةالسیانوبكتریا المعزولة خلال الدراسوتصویر تشخیص 
ر بواســطة مجهــ Anabaena oryzaeنــوع الســیانوبكتریا  تـم تشــخیص

)، علمـاً 1000x) و(400xضوئي ذي كامیرا فوتوغرافیـة بقـوتي تكبیـر (
إضــافة إلــى  ،الصــنع يیابــانی Olympusأن المجهــر والكــامیرا مــن نــوع 

ـــة  ـــوع  Video camera VOPC80الاســـتعانة بكـــامیرا رقمی مـــن ن
Geprüft  ألمانیـــة الصــــنع ركبــــت علــــى عدســـة نفــــس المجهــــر وربطــــت

ـــدي  Dellبحاســـوب محمـــول نـــوع  ـــى  الصـــنع،بولن وأظهـــرت الصـــور عل
خراجها، وقـد تـم التشـخیص  ٕ شاشة الحاسبة وخزنت فیها لحین طباعتها وا

  .]31]،[30[ اعتماداً على
  تهیئة مزرعة السیانوبكتریا لإنتاج النواتج الحیویة 

دوارق  فــي Anabaena oryzae المختــارةتمــت زراعــة الســیانوبكتریا 
الوسـط الزرعـي المعقـم مـن  لتـر 3.5 حاویـة علـى لتـر 5 زجاجیـة حجـم

ثــم وضــعت هــذه  الــدوارق فــي حاضــنة  ،]32[ 3ســم3/100ســم 5 وبنســبة
 Gallenالمصــنعة مــن قبــل شــركة  Cooled Incubatorنمــو نــوع 

Kamp،  عـــن طریـــق محـــرك (مـــاطور) المرشـــح وتـــزود بـــالهواء الجـــوي
لتنمــو فـي ظــروف ملائمـة لإنتــاج  بعــدها المـزارع تركـت ،خـارج الحاضــنة

 لــوكس ودرجـــة حـــرارة 2500 مــع إضـــاءة مســتمرة بشـــدة یـــةالنــواتج الحیو 
   .]33[ م° 26±2

  استخلاص النواتج الحیویة  
 المختـــــــــارةبعـــــــــد الحصـــــــــول علـــــــــى نمـــــــــو لمســـــــــتعمرات الســـــــــیانوبكتریا 

Anabaena oryzae  جمعـــــت خلایاهـــــا باســـــتخدام جهـــــاز الطـــــرد
لمــدة  دورة/دقیقـة 3000 وبسـرعة Gallen Kampالمركـزي مـن شـركة 

ذ الراشــــح وتــــم حفظــــه فــــي قنــــاني معقمــــة ومحكمــــة فــــي (أخــــدقــــائق.  5
تمـت إذابتــه فقـد الراســب  الثلاجـة، لحـین اسـتخدامه فــي الاختبـارات)، أمـا

  .مل10غم/1یثانول) بالمذیب (الإ
یثـــانول إلـــى الراســـب (مســـتعمرات الســـیانوبكتریا) بالنســـبة بعـــد إضـــافة الإ

جهـــــاز المشـــــار إلیهـــــا فـــــي الفقـــــرة الســـــابقة، حطمـــــت الخلایـــــا باســـــتخدام 
 24,000) بتســــــــلیط ULTRASONICالموجــــــــات فــــــــوق الصــــــــوتیة (

ثانیــــة متناوبــــة مــــع فتــــرات توقــــف لتبریــــد الجهــــاز  15 لمــــدة ذبذبة/ثانیــــة
كـــررت العملیـــة عـــدة مـــرات لتحطـــیم  ،م° 4وللحفـــاظ علـــى درجـــة حـــرارة 
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بعــدها وضــع المحلـول فــي أنابیـب الطــرد المركــزي  ،الخلایـا تحطیمــاً تامـاً 
  .]34[دقائق  10ورة/دقیقة لمدة د 3000المبرد بسرعة 

  . ]35[م ° 40یثانول بدرجة حرارة أقل من أخذ الراشح وتم تبخیر الإ
(النـواتج  أعیدت إذابة المستخلص بالماء المقطر وتـم ترسـیب البروتینـات

  . ]36[الأمونیوم  % من كبریتات70باستعمال تركیز  الحیویة)
د المركـــزي المبـــرد فصـــل الراســـب عـــن الراشـــح باســـتخدام جهـــاز الطـــر ثـــم 

أخــــذ  م،° 4دقیقــــة وبدرجــــة حــــرارة  30دورة/دقیقــــة لمــــدة  3000بســــرعة 
الراســـب الحـــاوي علـــى البروتینـــات وتمـــت إزالـــة ملـــح كبریتـــات الأمونیـــوم 

(الفــرز الغشــائي) باســتخدام كــیس الــدیلزة  Dialysisمنهــا بعملیــة الــدیلزة 
]37[.  

هــــــاز التجفیــــــف باســــــتخدام ج (النــــــواتج الحیویــــــة) تــــــم تجفیــــــف البــــــروتین
)Discater خــالي مــن الهــواء وتحــت ضــغط مخلخــل. وحفــظ البــروتین (

  الحاوي على النواتج الحیویة في الثلاجة لحین الاستعمال.
طرق تشخیص النواتج الحیویة المستخلصـة مـن السـیانوبكتریا 

  خلال البحث
-HPLC)   التشخیص باستخدام تقنیة مطیافیة الكتلة

MS)High-Pressure Liquid Chromatography-Mass 
Spectrometry   

                                           التشخیص باستخدام تقنیة طیف الاشعة تحت الحمراء
Infrared Spectrophotometry (I.R)  

    التشخیص باستخدام تقنیة مطیافیة الرنین النووي المغناطیسي 
(NMR)          Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy  
فــــي هــــذه التقنیــــة لســــیانوبكتریا المختــــارة بلتــــم تشــــخیص النــــواتج الحیویــــة 

  مختبرات هیئة الطاقة الذریة السوریة.
للســــیانوبكتریا اختبــــارات تــــأثیر التراكیــــز المختلفــــة للنــــواتج الحیویــــة 

  وفعالیتها على حیوانات التجارب (الفئران البیضاء)
  الحیوانات المستخدمة في الاختبار

 Albino maleاســتخدمت فــي هــذا الاختبــار ذكــور الجــرذان البــیض 

rats )Rattus norvegicus) مــن ســلالة (Sprague Dawley (
والتي تم الحصول علیها من الشركة العامة لصناعة الأدویة في سـامراء 

)SDI ومن ثـم تمـت تربیتهـا وتكثیرهـا فـي البیـت الحیـواني التـابع لقسـم ،(
  ربیة للبنات/ جامعة تكریت.علوم الحیاة/ كلیة الت

ـــات فـــي أقفـــاص بلاســـتیكیة ذات ) 15×25×30أبعـــاد ( وضـــعت الحیوان
ــــة، ذات أرضــــیة مفروشــــة بنشــــارة الخشــــب،  ســــم ــــة معدنی مغطــــاة بأغطی

النظافــة للأقفــاص مــن حیــث تبــدیل نشــارة الخشــب مــرتین  وروعــي جانــب
ــــــیم ــــــد تراوحــــــت أوزان  خــــــلال الأســــــبوع وتعق ــــــالمطهرات؛ وق ــــــاص ب الأقف

) غـــم، وتراوحـــت أعمارهـــا مـــا بـــین 35-29نـــات المســـتخدمة بـــین (الحیوا
  ) یوم.42-45(

أخضــعت جمیــع الحیوانــات لظــروف مختبریــة متماثلــة مــن ضــوء طبیعــي 
م؛ وغــذیت ° 3±22 ســاعة ظــلام) ودرجــة حــرارة 12و سـاعة ضــوء 12(

الحیوانـــات علـــى العلیقـــة التـــي تـــم الحصـــول علـــى موادهـــا مـــن الأســـواق 
كمــا  كبســها فــي معمــل إنتــاج العلــف الحیــواني، ،المحلیــة، وتــم جرشــها و 

اســتخدم مــاء الشــرب الاعتیــادي بوســاطة عبــوات بلاســتیكیة ذات فتحــات 
حدیدیــة لتــأمین المــاء للحیوانــات. وقــد أعطیــت المــاء والغــذاء علــى نحــو 

  .]38[مستمر طوال فترة التربیة والاختبار 
ومعاملتهــــــا بــــــالنواتج الحیویــــــة  تقســــــیم حیوانــــــات الاختبــــــار

  لسیانوبكتریال
) حیـــوان مـــن ذكـــور الجـــرذان البیضـــاء، 24اســـتخدم فـــي هـــذا الاختبـــار (

  قسمت عشوائیاً إلى مجموعتین رئیسیتین: 
) 4): قســـــمت إلـــــى (مجموعـــــة التجریـــــعالمجموعـــــة الرئیســـــیة الأولـــــى (

) ذكــور جــرذان بیضــاء، وعلــى 3مجــامیع صــغیرة، كــل مجموعــة تحــوي (
  النحو التالي:

): جرعــت بالمــاء المقطــر المعقــم وعــة الســیطرةمجمالمجموعــة الأولــى (
  فقط.

 Anabaenaالمجموعـة الثانیـة: جرعـت بالنــاتج الحیـوي للسـیانوبكتریا 
oryzae مایكروغرام/كغم من وزن الجسم. 1000 بتركیز 

 Anabaenaالمجموعـة الثالثــة: جرعـت بالنــاتج الحیــوي للسـیانوبكتریا 
oryzae الجسم.مایكروغرام/كغم من وزن  2000 بتركیز     

 Anabaenaالمجموعـة الرابعـة: جرعـت بالنـاتج الحیـوي للسـیانوبكتریا 
oryzae مایكروغرام/كغم من وزن الجسم. 3000 بتركیز     

) مجـامیع 4قسـمت إلـى ( ):مجموعـة الحقـنالمجموعة الرئیسـیة الثانیـة (
) ذكـــور جـــرذان بیضـــاء، وعلـــى النحـــو 3كـــل مجموعـــة تحـــوي ( صـــغیرة،
  التالي:

ــــى (المجموعــــة الأ ــــد بالمــــاء مجموعــــة الســــیطرةول ): حقنــــت تحــــت الجل
  المقطر المعقم فقط.

ــــوي للســــیانوبكتریا  ــــاتج الحی ــــد بالن ــــت تحــــت الجل ــــة: حقن المجموعــــة الثانی
Anabaena oryzae مـــایكروغرام/كغم مـــن وزن  1000 بتركیـــز

 الجسم.

ــــوي للســــیانوبكتریا  ــــد بالنــــاتج الحی ــــة: حقنــــت تحــــت الجل المجموعــــة الثالث
Anabaena oryzae مـــایكروغرام/كغم مـــن وزن  2000 بتركیـــز

   الجسم.

الحیــــــــــــوي المجموعــــــــــــة الرابعــــــــــــة: حقنــــــــــــت تحــــــــــــت الجلــــــــــــد بالنــــــــــــاتج 
مایكروغرام/كغم من  3000 بتركیز Anabaena oryzaeللسیانوبكتریا
     وزن الجسم.

  مراقبة النشاط الیومي للحیوانات المختبرة
ــــات ــــى الحیوان ــــة عل ــــة وتســــجیل العلامــــات الظاهری ــــرة  تمــــت مراقب المختب

أیـــام، وقـــد شـــملت هـــذه  10 أو الحقـــن ولمــدة ابتــداءاً مـــن ســـاعة التجریـــع
  المراقبة النشاط الحركي والشهیة للطعام والماء.

  التخدیر والقتل والتشریح
أیام من ابتـداء التجربـة تـم إجـراء عملیـات التخـدیر والقتـل  10 بعد مرور

تج الحیویـــة علـــى والتشـــریح للحیوانـــات المختبـــرة للكشـــف عـــن تـــأثیر النـــوا
تتطــور علــى عــدة للســموم الكبدیــة حیــث أن الأعــراض الســمیة  ،أكبادهــا
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المـؤثر كـان یتطلـب أكثـر مـن  LD50أیام فـي الفئـران، كمـا أن اختبـار الــ
  .]39[سبعة أیام 

حیــث تــم  %10فــي محلــول دارئ الفورمــالین المتعــادل وحفظــت الأكبــاد 
  .]40[ ع النسیجیةحفظ الأجزاء في هذا المحلول لحین عمل المقاط

  النسیجیة شرائحتحضیر ال
تـــــــــم تحضـــــــــیر الشـــــــــرائح النســـــــــیجیة حســـــــــب الطـــــــــرق المعتمـــــــــدة فـــــــــي 

]41]،[42]،[43[.  
  الشرائح النسیجیةوتصویر فحص  

الشـرائح النسـیجیة باسـتخدام المجهـر الضـوئي المركـب وتصویر  فحصتم 
یابانیــة  Sony، وآلـة تصـویر رقمیـة نـوع یابـاني الصـنع Olympusنـوع 
  .أیضا عالصن

  التحلیل الإحصائي
واســـــتخدام  Tواختبـــــار  Fحللـــــت النتـــــائج إحصـــــائیاً باســـــتخدام اختبـــــار 

فـــي التحلیـــل، كمـــا قورنـــت المتوســـطات الحســــابیة   Minitabبرنـــامج
 Duncun's Multipleللمعـاملات وفـق اختبـار دانكـن متعـدد الحـدود 

Range test ) 44[ )0.05بمستوى معنویة[.   
  والمناقشة النتائج

نـــــــوع  لســـــــیانوبكتریال راســـــــة تشـــــــخیص النـــــــواتج الحیویـــــــةد
Anabaena oryzae  

-High (HPLC-MS)التشــــــــخیص باســـــــــتخدام جهـــــــــاز  
Pressure Liquid Chromatography-Mass 

Spectrometry   

ـــــــــواتج الحیویـــــــــة  ـــــــــارة بواســـــــــطة لتـــــــــم تشـــــــــخیص الن لســـــــــیانوبكتریا المخت
 High-pressure liquid chromatography-massجهـــاز

spectrometry   1الشـــكل رقـــم (وكانـــت النتـــائج كمـــا موضـــحة فـــي (
الــذي یتبــین مــن خلالــه أن أحــد نــواتج تفكــك النــاتج الحیــوي المســتخلص 

بالمســح  HPLCبتقنیــة  Anabaena oryzaeمــن الســیانوبكتریا نــوع 
دقیقـــة والـــذي تـــم تحلیلـــه بتقنیـــة  11.266الموجـــب فـــي زمـــن الاحتجـــاز  

MS  قــــد أظهــــر وجــــود المركــــبADDA )3-amino-9-methoxy-

2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoic acid وهـــذا (
ـــي  ـــه الجزیئ ـــي فـــي  391المركـــب وزن كمـــا هـــو ظـــاهر فـــي الطیـــف الكتل

الشــــــــــكل المــــــــــذكور؛ وهــــــــــو أحــــــــــد الأجــــــــــزاء الرئیســــــــــیة لكافــــــــــة أنــــــــــواع 
ـــ والتــي تعــد مــن الســموم الكبدیــة المهمــة التــي  ،]Microcystins ]45ال

 ریا، والـــذي تؤكــد البحـــوث والدراســات وجـــود أكثــر مـــنتنتجهــا الســیانوبكت
  .]16[نها شكل سام م 40

ــــ  ـــي وجـــود ال ـــراءات الطیـــف الكتل  MCYST-LAbaكمـــا یظهـــر مـــن ق
وذلـك  ،]46[ 923والذي هـو أحـد أنـواع السـموم الكبدیـة ووزنـه الجزیئـي 

ـــوزن الجزیئـــي  ـــد ال ـــراءات الطیـــف. 921.8عن مـــن  اویظهـــر أیضـــ فـــي ق
ــــ ذو  Anatoxin-aي وجــــود الســــم العصــــبي نــــوع قــــراءات الطیــــف الكتل

ــــوزن الجزیئــــي  ــــوزن الجزیئــــي ]45[ 165ال ــــد ال ــــك عن ــــي  166.2، وذل ف
  قراءات الطیف.

  

  
  ا Anabaena oryzaeللناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع  MSوطیف الكتلة  HPLC) نتائج التحلیل بجهاز 1الشكل (

  (مسح موجب) 11.266لقمة 
  

) أن أحـــد نـــواتج تفكـــك النـــاتج الحیـــوي 2رقـــم (یتبـــین مـــن خـــلال الشـــكل 
بتقنیــــة  Anabaena oryzaeالمســــتخلص مــــن الســــیانوبكتریا نــــوع 

HPLC    دقیقــة والـــذي  15.841بالمســح الســالب فـــي زمــن الاحتجـــاز

 MCYST-YM(O)قــد أظهــر وجــود المركــب  MSتــم تحلیلــه بتقنیــة 
وع وهــــو أحـــد أنــــواع الســــموم الكبدیـــة مــــن نــــ 1035ذي الـــوزن الجزیئــــي 

Microcystin ]47،[  فـي قـراءات  1033.8وذلك عند الوزن الجزیئـي
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وجـود  965.8الطیف، كما أظهرت قراءات الطیف وعند الوزن الجزیئـي 
ــــوزن الجزیئــــي  MCYST-LR[D-Asp3,Dha7]الســــم الكبــــدي  ذي ال

التي تنتجهـا السـیانوبكتریا نـوع  Microcystinsوهو أحد أنواع الـ  966
Anabaena Sp. ]16[.  

  

  
  

   Anabaena oryzaeللناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع  MSوطیف الكتلة  HPLC) نتائج التحلیل بجهاز 2الشكل (
  (مسح سالب) 15.841القمة 

) أن أحــد نــواتج تفكــك 3فضــلاً عــن ذلــك یتبــین مــن خــلال الشــكل رقــم (
ــــوع  ــــوي المســــتخلص مــــن الســــیانوبكتریا ن ــــاتج الحی  Anabaenaالن

oryzae  بتقنیـــةHPLC  3.716بالمســـح الســـالب فـــي زمـــن الاحتجـــاز 
-MCYSTقد أظهر وجـود المركـب  MSدقیقة والذي تم تحلیله بتقنیة 

YA  وهــو أحــد أنــواع الســموم الكبدیــة مــن نــوع  959ذي الــوزن الجزیئــي
Microcystin ]47،[  ــاتج الفــرق بــین والــذي تــم اســتنتاج وجــوده مــن ن

كـــب ذي الـــوزن الجزیئـــي والمر     1994.2المركـــب ذو الـــوزن الجزیئـــي 
الظــاهرین فــي قـــراءات الطیــف، كمــا أظهـــرت قــراءات الطیـــف  1033.8

وهـــو  1035ذي الـــوزن الجزیئـــي  MCYST-YM(O)وجـــود المركـــب 
وذلــك عنــد  ]،Microcystin ]47أحــد أنــواع الســموم الكبدیــة مــن نــوع 

فـي قـراءات الطیـف، إضـافة لـذلك فقـد أظهـرت  1033.8الـوزن الجزیئـي 
-D]وجــود الســم الكبــدي  965.8الجزیئــي  وعنــد الــوزن قــراءات الطیــف

Asp3,Dha7]MCYST-LR  ــــــي ــــــوزن الجزیئ وهــــــو أحــــــد  966ذي ال
 Anabaenaالتـي تنتجهـا السـیانوبكتریا نـوع  Microcystinsأنواع الــ

Sp. ]16[.

  

  
   Anabaena oryzaeللناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع  MSوطیف الكتلة  HPLC) نتائج التحلیل بجهاز 3الشكل رقم (

  (مسح سالب) 3.716القمة 
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 Infrared Spectrophotometryالتشـخیص باسـتخدام جهـاز 
(I.R)   

 لســـیانوبكتریا المختـــارة بواســـطة جهـــازلتـــم تشـــخیص النـــواتج الحیویـــة 

Infrared Spectrophotometry  وكانــت النتــائج كمــا موضــحة فــي
  الشكل التالي:

  

   
  Anabaena oryzae  نوعللناتج الحیوي للسیانوبكتریا  IRالحمراء ) طیف الأشعة تحت 4الشكل (

  
للنــــواتج  IRنلاحــــظ ومــــن خــــلال دراســــة طیــــف الأشــــعة تحــــت الحمــــراء 

 )4فــــي الشــــكل رقــــم ( Anabaena oryzaeلســــیانوبكتریا لالحیویــــة 
ظهـــور مجموعــــات المـــط العائــــدة للمجــــامیع الفعالـــة الحلقــــة الأروماتیــــة، 

C=O ،NH ،C=O  ـــــــــــولات، للكحـــــــــــولات ـــــــــــة  C=Cوالفین فـــــــــــي الحلق
، NH2، S-H، للحــوامض الكربوكســیلیة N=H ،OH الأروماتیــة، 

 Anatoxin-aوجمیـــع هـــذه المجـــامیع تعـــود لتركیبـــي الســـمین العصـــبي 
اللـــــذین وجـــــدا فـــــي النـــــواتج الحیویـــــة لأنـــــواع  Microcystinsوالكبـــــدي 

  السیانوبكتریا الثلاثة المذكورة آنفاٌ.

 Nuclear    (NMR)التشخیص باستخدام جهاز  
Magnetic Resonance Spectroscopy   

ـــــواردة أعـــــلاه  ـــــائج ال ـــــى النت ـــــد عل ـــــة وللتأكی ـــــواتج الحیوی ـــــم تشـــــخیص الن ت
 Nuclear magnetic لســـــیانوبكتریا المختـــــارة بواســـــطة جهـــــازل

resonance spectroscopy  الشـكل وكانت النتائج كمـا موضـحة فـي
  .)5المرقم (

 

  
  Anabaena oryzae  نوعللناتج الحیوي للسیانوبكتریا  NMRنووي المغناطیسي ) طیف الرنین ال5الشكل (
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 1Hنلاحـــظ ومـــن خـــلال دراســـة طیـــف الـــرنین النـــووي المغناطیســـي (

NMR ـــة للســـیانوبكتریا فـــي  Anabaena oryzae)  للنـــواتج الحیوی
 ظهــور الحــزم المنفــردة فــي المواقــع الظــاهرة فــي الشــكل) 5الشــكل رقــم (

، CH3-C، CH3-NH2ي تعـــــزى إلـــــى بروتونـــــات المجـــــامیع ) والتـــــ5(
CH3-C، CH3-S، SH-CH3 ،CH3-N+(R)3 ،CH3-O-، 

CH3-O-CO ،CH-O ،R-CH2-O-CO ،R-CH=C الحلقـــــــــــــــــــــة ،
إن بروتونــــات المجـــامیع الظــــاهرة آنفـــاٌ والموجــــودة فـــي هــــذه الأروماتیـــة. 

ـــــــي الســـــــمین العصـــــــبي  ـــــــدي  Anatoxin-aالمواقـــــــع تعـــــــود لتركیب والكب
Microcystins  الموجــودین فــي النــواتج الحیویــة للســیانوبكتریا المختــارة

وتـــدعم نتـــائج التشـــخیص بتقنیتـــي طیـــف الكتلـــة و طیـــف الأشـــعة تحـــت 
  الحمراء. 

لقـــــد أثبتـــــت نتـــــائج التشـــــخیص للنـــــواتج الحیویـــــة للســـــیانوبكتریا المختـــــارة 
Anabaena oryzae  بتقنیـــات طیـــف الكتلـــة وطیـــف الأشـــعة تحـــت

  مایلي: ووي المغناطیسيالحمراء والرنین الن
بعـــــدة أشـــــكال مـــــن أشـــــكاله  Microcystinوجـــــود الســـــم الكبـــــدي  :أولا

  السامة وهي كالآتي:
1- MCYST-LAba )Microcystin-L-Aminoisobutyric 

acidوهـــو أحـــد أشـــكال الــــ (Microcystins  الســـامة، وجـــد فـــي النـــاتج
  .Anabaena oryzaeالحیوي للسیانوبكتریا نوع 

 .Anabaena spإلــى وجــوده فــي الســیانوبكتریا نــوع وتشــیر المصــادر 
  .]46[ Microcystis aeruginosaونوع  ]،48[
2- MCYST-YM(O)  (Microcystines-

Methionine-S-oxide tetra hydro tyrosine)  
الســامة، وجــد فــي النــواتج الحیویــة  Microcystinsوهــو أحــد أشــكال الـــ

صـادر الـى وجـوده فـي وتشـیر الم ، Anabaena oryzaeللسانوبكتریا 
 .Nostoc spونــــوع  ]،Anabaena sp. ]49الســـیانوبكتریا نــــوع 

  .]52[ Microcystis aeruginosaونوع  ]،51]،[50[
3- [D-Asp3,Dha7]MCYST-LR (Microcystins-LR-

D-Aspartic3,Dehydroalanine7)  
الســامة، وجــد فــي النــواتج الحیویــة  Microcystinsوهــو أحــد أشــكال الـــ

، وتشـیر المصـادر إلـى وجـوده  فـي  Anabaena oryzaeتریا یانوبكلل
ــــــــــوع    ــــــــــوع  Microcystis aeruginosaالســــــــــیانوبكتریا ن ون

Anabaena sp. ]16[ ونوع ،Nostoc sp. ]50]،[51[ .  
 4- MCYST-YA )Microcystins-O-Acetyl-o-

tetrahydrotyrosineوهـــــــو أحـــــــد أشـــــــكال الــــــــ ،(Microcystins 
 Anabaenaالحیـــوي للســـیانوبكتریا نـــوع  وجـــد فـــي النـــاتج الســـامة،

oryzae وتشــــــــیر المصــــــــادر إلــــــــى وجــــــــوده فــــــــي الســــــــیانوبكتریا نــــــــوع .
Anabaena sp. ]48،[  ــــوع  Microcystis aeruginosaون

]47[.  
حیـــــث وجـــــد فـــــي النـــــاتج  Anatoxin-a: وجـــــود الســـــم العصـــــبي ثانیـــــا

، وقـــــد أشـــــارت Anabaena oryzaeالعصـــــبي للســـــیانوبكتریا نـــــوع 

ــ ونــوع  .Anabaena spى وجــوده فــي الســیانوبكتریا نــوع المصــادر ال
Oscillatoria sp. ]53[.  

ـــى  اختبـــارات تـــأثیر التراكیـــز المختلفـــة للنـــواتج الحیویـــة وفعالیتهـــا عل
  بطریقتي التجریع والحقن  حیوانات التجارب (الفئران البیضاء)

یتهــا اختبــارات تــأثیر التراكیــز المختلفــة للنــواتج الحیویــة وفعالكانــت نتــائج 
بطریقتـــي التجریـــع والحقــــن  علـــى حیوانـــات التجـــارب (الفئــــران البیضـــاء)

  كالآتي:
العلامات الظاهرة على الحیوانات بعد التجریـع أو الحقـن والـى نهایـة   

  الاختبار (وهي علامات متشابهة):
 تنـــاقص الحركـــةبعـــد ســـاعتین مـــن التجریـــع أو الحقـــن ظهـــرت علامـــات 

ن عائــداً إلــى وجــود الســم العصــبي ســریع، وهــذا ربمــا یكــو تــنفس بطنــي و 
anatoxin-a  10]،[54[والذي یسبب مثل هذه الأعراض حیث أشـار[ 

ـــــى  ــــــإل ـــــي  anatoxin-aإن العلامـــــات الســـــریریة للتســـــمم العصـــــبي بال ف
ـــدییات تتضـــمن  تنـــاقص ، و تحـــزم العضـــلاتة تشـــمل بعـــأعـــراض متتاالث

، لبشــرةازرقــاق ا، و تــنفس بطنــي مبــالغ فیــه، و الانهیــار الجســدي، و الحركــة
  الموت.من ثم و  ،التشنجاتو 

غیر أن حالة الحیوانات اسـتقرت فـي الیـوم التـالي وعـادت إلـى طبیعتهـا، 
ــــوهـــذا ســـببه الجرعـــة القلیلـــة مـــن  حیـــث أن الجـــرع التـــي  anatoxin-aال

مـایكروغرام/كغم مــن وزن  3000-1000أعطیـت للحیوانـات كانـت بـین 
ــــروتین خــــام)،  ــــاتج حیــــوي (ب ــــي أعطیــــت كن ــــغالجســــم والت ــــي حــــین تبل  ف

عــن طریـق الفـم عــدة  إعطاءهـا كخلایــا سـیانوبكتیریة جافـةعنـد  LD50الــ
ـــــــــ، بینمــــــــا یبلــــــــغ مئــــــــات مــــــــن الملغرامــــــــات مــــــــن وزن الجســــــــم  LD50ال

 200 بالنســــــبة للفئــــــران ]8[ النقــــــي حســــــب مــــــا أثبتــــــه anatoxin-aللـــــــ
إن ، كمـــا بالوریـــد اً مـــن وزن الجســـم عنـــد إعطـــاءه حقنـــ م/كغمایكروغرامـــ
یكـون عــالي الفعالیـة ویسـبب إزالــة الاسـتقطاب العضــلي  anatoxin-aالــ

كما أن السموم الكبدیة تنـتج عنهـا مثـل هـذه الأعـراض،  .]55[العصبي 
إن التسمم الكبـدي ینـتج مـدى مـن الأعـراض التـي  إلى ]56[ حیث أشار

 ،سـتلقاءالا ، ومـن هـذه الأعـراضتختلف مع أصناف الحیوانات المختلفـة
 انفقـد، و الإحجام عن الحركـة تجـاه المثیـراتو  قلة الاستجابة، و والضعف

ولـم تلاحـظ أعـراض ظاهریـة .الارتجـاف، و عسر التنفس، و الشهیة للطعام
  أخرى على الحیوانات إلى نهایة الاختبار.

العلامـات الظـاهرة علـى أكبـاد الفئـران المجرعـة والمحقونـة بعـد قتلهــا   
  وتشریحها مباشرة:

ـــران المجرعـــة والمحقونـــة بعـــد كانـــت العلامـــات الظـــاهرة علـــى أكبـــاد  الفئ
شـملت التنخـر وظهـور نقـط سـوداء علـى سـطح الكبـد  قتلها وتشریحها قد

واحتقانهــا مــع تغیــر ألــوان  هــاوتغیــر وتضــخم أحجــام الأكبــاد وتغیــر ألوان
، وظهــور فقاعــات علــى الأكبــاد مــع نــزف حافــات فصــوص الكبــد أحیانــاً 

  دموي فیها.
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  )Controlمعاملة ( ) كبد فأر أبیض بدون1صورة رقم (

  
الحیوي  ) كبد فأر أبیض معامل بالناتج2صورة رقم (

 2000بتركیز  Anabaena oryzaeللسیانوبكتریا نوع 
  مایكروغرام/كغم من وزن الفأر (بطریقة التجریع)

  

  
) كبد فأر أبیض معامل بالناتج الحیوي 3صورة رقم (

 2000بتركیز  Anabaena oryzae للسیانوبكتریا نوع
  یكروغرام/كغم من وزن الفأر (بطریقة الحقن)ما

) كبد فأر أبیض معامل بالناتج 4صورة رقم (         
بتركیز  Anabaena oryzaeالحیوي للسیانوبكتریا نوع 

  مایكروغرام/كغم من وزن الفأر(بطریقة التجریع) 3000

   
  ) كبد فأر أبیض معامل بالناتج الحیوي للسیانوبكتریا 5صورة رقم (

  )مایكروغرام/كغم من وزن الفأر (بطریقة الحقن 3000بتركیز  Anabaena oryzaeنوع 
  

  
العلامــات الظــاهرة علــى الشــرائح النســیجیة المــأخوذة مــن أكبــاد 

  الفئران المجرعة والمحقونة: 
ـــاد  كانـــت العلامـــات الظـــاهرة علـــى الشـــرائح النســـیجیة المـــأخوذة مـــن أكب

فـــي الخلایـــا مـــع  اً شـــدید اً انتفاخـــ رتالفئـــران المجرعـــة والمحقونـــة قـــد أظهـــ

تجمع سوائل في البروتوبلازم، وزیادة عدد الخلایا اللمفیة، مـع زیـادة فـي 
عـن  أحجام النوى وتشـوهها وانحلالهـا فـي بعـض التراكیـز العالیـة، فضـلاً 

اضطرابات في النسیج الكبـدي، مـع وجـود خلایـا فـي طـور الانقسـام ممـا 
  ن.یدل على احتمال إصابتها بالسرطا
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) (قوة Control) مقطع نسیجي من كبد فأر أبیض بدون معاملة (6صورة رقم (

  ) X1300التكبیر 

  
                   Anabaena) تأثیر الناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع 7صورة رقم (         

oryzae               1000بتركیز µg/kg  على مقطع نسیجي من كبد فأر أبیض
  )X1300لتجریع) (قوة التكبیر (طریقة ا

  
 Anabaena oryzae) تأثیر الناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع 8صورة رقم (

على مقطع نسیجي من كبد فأر أبیض (طریقة الحقن)  µg/kg 1000بتركیز 
  ) X1300(قوة التكبیر 

  
    Anabaena) تأثیر الناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع 9صورة رقم (       

oryzae            2000بتركیز µg/kg  على مقطع نسیجي من كبد فأر أبیض
  ) X1300(طریقة التجریع) (قوة التكبیر 

  
 Anabaena oryzae) تأثیر الناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع 10صورة رقم (

على مقطع نسیجي من كبد فأر أبیض (طریقة الحقن)  µg/kg 2000بتركیز 
  ) X1300(قوة التكبیر 

  
     Anabaena oryzae) تأثیر الناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع11صورة رقم (    

على مقطع نسیجي من كبد فأر أبیض (طریقة التجریع)  µg/kg 3000بتركیز 
 ) X1300(قوة التكبیر 
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  µg/kg 3000بتركیز  Anabaena oryzae) تأثیر الناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع 12صورة رقم (

 )X1300نسیجي من كبد فأر أبیض (طریقة الحقن) (قوة التكبیر   مقطععلى 

واسـعاً مـن المركبـات السـامة،  إلى أن السیانوبكتیریا تنتج طیفاً  ]7[أشار 
ـــانويإن كـــلاً منهـــا هـــو  ـــي مـــؤیض ث ـــل  بمـــا یعن أنهـــا لا تســـتعمل مـــن قب

إن  الكائنــــات الحیـــــة لأیضـــــها الابتـــــدائي، إنمـــــا تنـــــتج لأغـــــراض ثانویـــــة.
تنــتج مــن قبــل العدیــد مــن النباتــات والكائنــات الحیــة  یضــات الثانویــةالمؤ 

ــــة ً  -جنســــاً  – وتكــــون عــــادة محــــددة ،الدقیق ◌ ســــلالة، بخــــلاف  - نوعــــاً
، فیمــا  والتــي تكــون شــائعة لمعظــم الكائنــات الحیــة المؤیضــات الابتدائیــة

علـــى أن هـــذه المركبـــات لیســـت ضـــروریة للحیـــاة ولكنهـــا هامـــة  ]8[أكـــد 
لـذي ینتجهـا، ومـن الأمثلـة علیهـا الهورمونـات والمضــادات للكـائن الحـي ا

والســـموم، وأن الســـموم  allelochemicalsالحیویـــة والمركبـــات الألیلیـــة 
ــأثیرات مؤذیــة علــى الخلایــا والأنســجة   أو الكائنــات  هــي مركبــات لهــا ت

.   الحیة، برغم أن هذا لیس محدداً دائماً
نـواع السـیانوبكتریا المختـارة لقد أثبتت نتائج التشخیص للنـواتج الحیویـة لأ

Anabaena oryzae وNostoc linckia وAnabaena laxa 
بعـدة أشـكال مـن أشـكاله  Microcystinالواردة آنفاً وجود السـم الكبـدي 

  السامة.
ومـــن خـــلال الصـــور للفئـــران المجرعـــة والمحقونـــة بـــالنواتج الحیویـــة لهـــذه 

مات الظاهرة علـى أكبـاد الأنواع من السیانوبكتریا یتبین ومن خلال العلا
هـــذه الفئـــران، وكـــذلك مـــن خـــلال الشـــرائح النســـیجیة المـــأخوذة مـــن هـــذه 
ـــــالأورام  ـــــدي الحاصـــــل فیهـــــا، واحتمـــــال إصـــــابتها ب ـــــاد التســـــمم الكب الأكب
السرطانیة الظاهرة علاماتها من خلال صور الانقسـام فـي الخلایـا الـذي 

  تظهره صور الشرائح النسیجیة.
ـــة بنتیجـــة ن العلامـــة اأ ]57[یؤكـــد  ـــر وضـــوحاً فـــي الحیوانـــات المیت لأكث

التعـــرض للســـموم الكبدیـــة الســـیانوبكتیریة التضـــخم العـــام للكبـــد مصـــحوباً 
ن الزیـادات فـي وزن الكبـد مـن أ ]58[. فیما أثبت بنزف داخلي في الكبد

عـادة بلــون كمـا أن الكبـد یكـون  مـرتین إلـى ثـلاث مـرات هـي أمـر شـائع.
  .  باً أیضاً داكن ولكنه یمكن أن یكون شاح

كمــا لــوحظ علــى الأكبــاد وجــود النخــر الكبــدي، وهــذا أیضــاً مــن علامــات 
 ]59[التســـمم بالســـموم الكبدیـــة التـــي تنتجهـــا الســـیانوبكتریا، حیـــث أثبـــت 

بأن النخر الكبدي یبدأ في المنطقة المركزیة شبه الكرویـة ویتكامـل حـول 
ـــابي الكبـــدي، محافظـــاً عـــادة علـــى صـــفین أو ثلاثـــة  فقـــط مـــن الوریـــد الب

ــــى قــــد و  حــــول الوریــــد المــــذكور. hepatocytesالـــــ أثبتــــت الدراســــات عل
 hepatocytesأن الــــــ microcystin-LRجــــرذان وفئــــران معاملـــــة بالـــــ

ثـم عبـرت فیمـا بعـد إلـى ، ظهرت في الأوردة المركزیة للفصوص الكبدیـة
ــــراً إلــــى أعضــــاء مثــــل الكلیــــة  ،الجهــــاز العضــــلي الوعــــائي الرئــــوي وأخی

]60]،[59[.  
تلــف الكبــد بالتســمم الكبــدي یظهــر نفســه كتغیــر فــي كیمیــاء الــدم. إن  إن

واحدة من أولى العلامات التي تم الكشف عنها في الحیوانـات المتسـممة 
، هـــو ارتفـــاع فـــي تراكیـــز مصـــل حـــوامض الصـــفراء microcystinsبالــــ

. كمـا ]54]،[62]،[61[وهذا عائد إلى توقف جریان الصـفراء مـن الكبـد 
عــن تغیــرات فــي تراكیــز أمصــال عــدد مــن الإنزیمــات  تــم الكشــف أیضــاً 

بشكل كبیـر فـي الحیوانـات  مستویات نیتروجین یوریا الدم وارتفاع .]39[
مـع زیـادة  ،وتغیر تركیز سكر الـدم أیضـاً  ،microcystinsالمتسممة بالـ
ثم انخفض فیما بعد إلى مسـتویات واطئـة بشـكل متطـرف  ،الكلوكوز أولاً 

]54]،[63[.  
التــــي تظهــــر أولاً تكـــون ســــلیمة ومحتفظــــة بنواتهــــا  hepatocytesإن الــــ

والمایتوكونـــدریا الخاصـــة بهـــا، بــــرغم أن هـــذه العضـــیات الخلویـــة تكــــون 
یمكــن  hepatocytesمتورمــة، وتتلــف بعــد عــدة ســاعات. إن أنقــاض الـــ

أن توجد في الأوعیة الرئویـة تالیـة للمـوت مـن التسـمم الكبـدي، بـرغم أنـه 
  .]hepatocytes ]54ن علامة على كونها من الـمن المستبعد أن تكو 

ــــــــــــ ـــــــــــة ملحوظـــــــــــة فـــــــــــي  microcystinیســـــــــــبب ال ـــــــــــرات مورفولوجی تغی
، والتـــي یمكـــن أن تشـــاهد فـــي الكبـــد الســـلیم والمعلقـــات hepatocytesالــــ

فقاعــات صــغیرة ظهــرت علـــى  ]65[. وجــد ]64[المعزولــة مــن الخلایــا 
الحقــن جــرذان معزولــة خــلال خمــس دقــائق مــن  hepatocytesســطح 

. وهذه الفقاعات تطـورت إلـى فقاعـات microcystinمن الـ ng 50مع 
 40قبــل مـــرور  hepatocytesكبیــرة مزقــت بالكامـــل البنیــة الأصــلیة للــــ

  دقیقة على الحقن. 
اســتناداً إلــى الدراســات المســتندة إلــى المجهــر الإلكترونــي علــى الجــرذان 

 microcystin-LRمـــــن الــــــ µg/kg 100الصــــائمة المعاملـــــة بجرعــــة 
حصـول تتــابع فــي التــأثیرات الســمیة  ]63[تحـت الغشــاء البریتــوني، حــدد 

بــــروز المایتوكونــــدریا، ثــــم تضــــخم الشــــبكة الإندوبلازمیــــة  –مــــع الوقــــت 
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ER ومن ثم تشكل أشكال مغزلیة في الشبكة الإندوبلازمیة، ثـم انـدماج ،
المایتوكونــــــــــــدریا وانضــــــــــــواء الشــــــــــــبكة الإندوبلازمیــــــــــــة الخشــــــــــــنة فــــــــــــي 

، ونخــر خلایــا النســیج الأساســي الكبــدي مــع تمــزق cytolysosomesالـــ
  الأقنیة ومن ثم تقطع المایتوكوندریا.

ـــــــــــد وجـــــــــــد  ـــــــــــار الأیضـــــــــــیة  ]67] و[66[لق ـــــــــــى الآث إن الدراســـــــــــات عل
ــــــــــــــ ـــــــــــــة  microcystinلل ـــــــــــــد المعزول ـــــــــــــا الكب ـــــــــــــد، أو خلای ـــــــــــــى الكب عل

)hepatocytes أظهرت تبدلاً قلیلاً بحیث یمكـن حسـابه علـى المـوت ،(
ــــالســـریع ل ـــوحظ تنشـــیط ال ـــد ل ـــوان المســـمم. لق مـــع  phosphorylaseلحی

فــي  ،glutathioneالمخـزون، وانخفــاض فـي الــ glycogenاسـتنزاف الــ
، ولكـــن الخلایــا بقیـــت حیـــة ]microcystin ]67خلایــا كبـــد معاملــة بالــــ

ـــــــائي  لعـــــــدة ســـــــاعات. كـــــــان التـــــــأثیر الأكثـــــــر إثـــــــارة هـــــــو التشـــــــوه الفیزی
أن یرى في خلایا معزولة فـي معلـق ، أفضل ما یمكن hepatocytesللـ

  . ]68]،[66[أو مزرعة 
ـــــــرات  ـــــــى التغی ـــــــد إل ـــــــه عائ ـــــــد ظهـــــــر أن ـــــــوي ق كـــــــان ســـــــبب التشـــــــوه الخل

فـي بـؤرة  actin، التـي تختصـر فیهـا الخیـوط الدقیقـة الــcytoskeletalالـ
. لــم یكــن هــذا التشــوه ]70]،[69[مــع تشــكل فقاعــة علــى ســطح الخلیــة 

. مع هـذا، فقـد حـدث تغیـر ]actin ]66منضماً مع أي تغیر في بلمرة الـ
عمیــق فــي بنیــة الخیــوط والبلمــرة البینیتــین فــي نفــس الوقــت، مــع فقــد فــي 
ــــوي  ــــبعض وتهــــدم فــــي النســــیج بــــین الخل ــــا مــــع بعضــــها ال روابــــط الخلای

. إن هـذا التلــف البنیـوي الـذي یســبب المـوت عنـد التســمم ]68[الأساسـي 
خلي فـي الكبـد مؤدیـاً إلـى ، عائد إلـى النـزف الـداmicrocystinالحاد بالـ

  .  ]71[الموت بسبب خسارة الدم 
مــع فئــران  Nostoc rivulreاســتعملت مستخلصــات مــن ســیانوبكتریا 

بالغـــة فـــي تجهیـــزات شـــربها وطعامهـــا، وبـــالحقن تحـــت  albinoبیضـــاء 
ــد. لــوحظ مــدى  ــد، وبالاســتعمال علــى الجل الغشــاء البریتــوني وتحــت الجل

ابة ورمیـــة لوحظـــت للمســـتخلص مـــن الحـــالات المرضـــیة، تضـــمن اســـتج
الخـــام المعطـــى تحـــت الجلـــد أو تحـــت الغشـــاء البریتـــوني، حیـــث طـــورت 
الفئــران أورامــاً بطنیــة، ظهریــة وكتفیــة فــي ثلاثــة إلــى ســتة أشــهر، وكــان 
ــم توثــق كمیــة أي عامــل  نــوع الأورام وعــددها غیــر محــددین، علمــاً أنــه ل

  .  ]20[سمي في المستخلصات 

اللــذین تنتجهمــا ســیانوبكتریا المیــاه  nodularinوالـــ microcystinإن الـــ
العذبة، تم التنبؤ بكونهما مسرطنین على أساس من معرفـة آلیـة فعلهمـا. 

ــــ ـــد ثبـــت ســـابقاً أنهمـــا مثبطـــان لل ـــة ق  proteinإن هـــذه الســـموم الكبدی

phosphatase الخلوي بطریقـة تبـدو مشـابهة لتلـك التـي للــpolyether 
، و الموجـود فـي الإسـفنج الأسـود والـذي  okadaic acidالمـدروس كثیـراً

 ،]72[ثبــت أنــه مهــیج لــلأورام فــي جلــد الفــأر وفــي الغــدد المعدیــة للجــرذ 
یختلفـــــان فــــي البنیــــة عـــــن  nodularinوالـــــ microcystinبــــرغم أن الـــــ

 okadaic، فقـد ثبـت أنهمـا یرتبطـان إلـى مسـتقبل الــokadaic acidالــ

acid  في تجهیزاتcytosolic فـي الحقیقـة،  .]73[اء لمختلف الأعضـ
قـــــــد ثبـــــــت مـــــــؤخراً أنـــــــه مهـــــــیج لظهـــــــور  microcystin-LRكـــــــان الــــــــ

enzyme-altered foci  ـــات ـــد بعـــد  preneoplasticودرن فـــي الكب
الحقـــن تحـــت الغشـــاء البریتـــوني فـــي الجـــرذان، وكـــان هـــذا عنـــد جرعـــات 

ــــ(kg/µg 10-1)واطئـــة جـــداً  باعتبـــاره  microcystin-LR، إثباتـــاً لل
ثــر مهیجــات أورام الكبــد فــي الجــرذان فعالیــة تمــت دراســته واحــداً مــن أك

والــــذي یبــــدو  6(E)-ADD,(E)4. إن الحــــامض الأمینــــي الفریــــد ]74[
حاســــــماً فــــــي زیـــــــادة فعالیــــــة تهیـــــــیج الأورام یوجــــــد فـــــــي الســــــم الكبـــــــدي 

  .]microcystins ]75الـ
 ونستنتج من الدراسة الحالیة مایلي:

-MCYST إلــــــى ضــــــافةبالإ Anatoxin-aوجــــــود الســــــم العصــــــبي  .1

LAba وMCYST-YA وMCYST-YM(O) و[D-

Asp3,Dha7]MCYST-LR  وهـذه التراكیـب مـن أشـكال السـم الكبـدي
Microcystin  في نوع السیانوبكتریاAnabaena oryzae.  

 اً التـأثیرات التشــریحیة لأنســجة أكبــاد الفئـران المعاملــة أظهــرت انتفاخــ .2
زم، وزیـادة عـدد الخلایـا في الخلایا مع تجمع سوائل في البروتوبلا اً شدید

اللمفیــــة، مــــع زیــــادة فــــي أحجــــام النــــوى وتشــــوهها وانحلالهــــا فــــي بعــــض 
عــن اضــطرابات فــي النســیج الكبــدي، مــع وجــود  التراكیــز العالیــة، فضــلاً 

 خلایا في طور الانقسام مما یدل على احتمال إصابتها بالسرطان.

سـببا م Anabaena oryzaeكان الناتج الحیوي للسیانوبكتریا نوع  .3
ـــارة  فـــي ـــد لأورام الســـرطانیةاإث ـــا الكب  فضـــلا عـــن تســـببه فـــي تســـمم خلای
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Abstract 
Anabaena oryzae species of cyanobacteria was obtained locally from Tikrit region and cultured on a selective 
ASM-1 media, in shaker orbital incubator under light intensity of 2500 lux and 26°C. 
Bioproducts extracts were obtained according to scientific methods to obtain the bioproducts and were  
identificated according to the new technology: HPLC-MS, IR and NMR methods were used. 
Identification was proved presence of hepatic toxin Microcystin in its various forms MCYST-LAba, MCYST-
YM(O), [D-Asp3,Dha7]MCYST-LR and MCYST-YA, as well presence of the neurotoxin Anatoxin-a in 
bioproducts of Anabaena oryzae species of cyanobacteria . 
These bioproducts were trial on laboratory mice by two methods,  feeding and injection in concentrations of 
(1000, 2000, 3000) µg/kg of mouse weight. Results showed that the bioproduct of the cyanobacteria Anabaena 
oryzae was caused of induction of tumer as well as cytotoxic of liver tissue, results also shown poisoning 
nervous  symptoms for the first hours to test. While the results showed hepatic poisoning symptoms on the 
dissecting animals, which  included changes the color of the liver to darkening and appearance of necrosis, in 
addition to becoming lobbed and swollen some times with bleeding . 
While the poisoning effects on dissecting tissues of livers of the animals showed a strident swollen of the cells 
and aggregation of fluids in protoplasm and increases in lymphatic cells with multi-nuclei in white blood with 
increasing in nuclei cells sizes and irregular cells forms and lysis in high concentrations and destruction of liver 
tissue, with presence some cells in division phase consequently probably more induce of cancer in the liver of 
the animals, these symptoms affected by dose and type of bioproduct.   
 
 

 
 


