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آزمون  با استفاده ازسميت تركيبات زيست فعال  خودكار بررسي اي برايبرنامه توسعه
Artemia spp.    

  3مينا نصرت زادهو  3هليا فرخ نيا ،2، علي متين نژاد*1فاطمه سليمي
 مولكولي-سلولي شناسي دانشكده زيست شناسي، گروه زيستشگاه دامغان، ايران، دامغان، دان1

  ايران، تهران، دانشگاه علم و صنعت ايران، دانشكده مهندسي كامپيوتر2
  درخشان استعدادهاي توسعه ملي ايران، تهران، مركز 3

  19/09/1398 :تاريخ پذيرش  17/04/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

با  يكي از آزمونهاي تعيين سميت، .باشند غيرسميبهداشتي بايستي -غذايي و آرايشي تركيبات مورد استفاده در صنايع دارويي،
ويژگيهاي  در اين آزمونها .گيردصورت مي مختلف به عنوان موجود حساس به سموم .Artemia spp لاروهاي استفاده از

تشخيص لاروهاي زنده و . و مرگ لاروهاست ءترين اين فاكتورها بررسي بقايكي از پركاربرد .شودميبررسي اين لاروها مختلف 
سازد و قابليت حركت سريع لاروها شمارش آنها را مشكل مياگرچه . گيرديمرده بر اساس حركت يا عدم حركت آنها صورت م

آنها  خودكار لاروهاي زنده و مرده و شمارشتمايز براي  اي برنامه توسعهمطالعه حاضر با هدف . يابداطمينان آزمون كاهش مي
به  Image Analysisيروشها با MATLABاي در محيط در اين راستا برنامه. در زماني كوتاه و با دقتي بالا انجام شده است

برنامه، تصاوير . شدتشخيص داده   Image Subtractionحركت لاروهاي زنده با روش . تشخيص لاروها توسعه داده شد منظور
و دريافت  لاروها در حضور ماده مورد بررسي مجاورتاي در انتهاي دوره ثانيه 20زماني در دو بازه ارسالي را از دوربين 

به  اند مرده ي كه تاكنونشود لاروهاي اين كار موجب مي. شود نه براي همان بازه محاسبه ميدر هر بازه تصوير زمي. كند پردازش مي
برنامه طراحي شده توانست با دقت بالا لاروهاي زنده و  .تصوير زمينه اضافه گردند و در تشخيص لاروهاي زنده شمارش نشوند

به لحاظ آماري اختلاف معنا هاي ارائه شده توسط كاربر متخصص آمده از برنامه با يافته به دستهاي يافته. مرده را شمارش كند
مواد و تجهيزات ، عدم نياز به شرايط آسپتيكبهبود داده شده با برنامه نويسي  مزاياي اين آزمون. )P>0.05(داري نداشتند 

  .است كاهش يافتهخطاي و  حضور كاربر ،پرهزينه

  Image analysis ،MATLAB و مرگ، ءدرصد بقا ،حاد آزمونهاي سميت، Artemia spp : كليدي ه هايواژ

  f.salimi@du.ac.ir :پست الكترونيكي ،02335220223: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
آزمونهاي ارزيابي سميت حاد، نخستين مرحله براي تعيين 

سميت  ،در اين راستا. شيميايي جديد است اتخطر تركيب
بايستي توسط آزمونهاي سميت در  شيميايي اين تركيبات

-گلبولهاي قرمز خون، رده با استفاده از) In vitro(شيشه 

و حتي مخمر  يوكاريوتي سلولهاي مختلف هاي
Saccharomyces cerevisiae معرفهاي  گيريبا به كار

 و تريپان بلو و مليوازوتترمتيل تيازول مختلفي همانند 

از  با استفاده) In vivo(در زيوه آزمونهاي سميت  همچنين
حيوانات آزمايشگاهي نظير موش، موش صحرايي و 

طيف  علاوه بر اين .مورد ارزيابي قرار گيرد خرگوش
يابي اثر زار به منظوروسيعي از ماهيها، پرندگان و دوزيستان 
صنايع مختلف نظير سميت تركيبات مورد استفاده در 

- در آزمونهاي سميت مورد استفاده قرار مي كشاورزي

    .)9(گيرند
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و ارزيابي در مورد  بين الملليپياده سازي قوانين  به منظور
اطلاعات سم  ،مواد شيميايي اثرات سوء محدودسازي

 ،در مورد اين مواد شيميايي مورد نياز است گستردهشناسي 
از مهره داران در آزمونهاي  محدودتر استفاده در اين راستا

استفاده از جايگزين با  راهكارهايو به كار گرفتن سميت 
مورد تشويق  سلول بافت و كشتز مهرگان، گياهان و نيبي

  . )11( گرفته استقرار 

مهرگان زيادي براي ارزيابي سال گذشته، بي 50در طول 
با  ت آنها به بسياري از تركيبات شيميايي و زيستيحساسي
استفاده احتمالي آنها به عنوان مدلهاي پيش  هدف

. اندغربالگري يا غربالگري سميت، مورد ارزيابي قرار گرفته
ترين گونه مورد  مهرگان بين المللي كه رايجيكي از اين بي

آب  ، خرچنگاست حاد استفاده در آزمونهاي سميت
كه به عنوان ميمون دريايي  است ،  .Artemia sppشور،

متعلق به  اين خرچنگ آب شور  . )36(دشومي شناخته
فرمانروي جانوران، شاخه بندپايان، زيرشاخه سخت 
پوستان، رده آبشش پايان، راسته پري ميگوها، تيره 

 آب يك تاكسون اصلي در زيستگاههايآرتميايان است و 
 آنها اهميت اقتصادي. )34( مي باشدشور در سراسر جهان 

  . )33(در صنايع آبزي پروري و آكواريومي دارند بالايي

 15- 20سيستها پس از قرار گرفتن در آب دريا براي 
كنند  جهت ساعت، موجوداتي به نام لارو يا ناپلي توليد مي

و سوم  انجام اين آزمون از لارو يا ناپلي در مرحله دوم
اين جانداران صرفاً در اين دو مرحله به . شوداستفاده مي

لاروها در اين  علاوه بر اين،.  سموم حساسيت دارند
به تغذيه نداشته و از ذخيره كيسه زرده خود  نيازمراحل 

  .)24(نمايند استفاده مي

اصلي استفاده از خرچنگهاي آب شور در  هايمزيت
پاسخ دهي  بالاي شامل سرعت حاد آزمونهاي سميت

ترسي بالا به آزمون، مقرون به صرفه بودن آن، قابليت دس
يستهاي پايدار، دسترسي به دانش سشده از  تفرجلاروهاي 

، .Artemia spp بوم شناسيكافي در مورد زيست شناسي و 

ها ها، اندازه كوچك بدن لاروسيستو نگهداري آسان  تفرج
 ميكروپليتهارا در  حاد كه امكان اجراي آزمون سميت

- سازد و سازگاري بالا به شرايط متنوع آزمون ميفراهم مي

  .)23و  17( شود

طيف گسترده اي از مواد  حاد براي بررسي سميت لاروها
، )5(شيميايي همانند فلزات سنگين از جمله آرسنيك

، )18(، جيوه)4(، مس)15(، كبالت)18(كادميوم، كروم
اسيم پرمنگنات، پتاسيم دي ، پت)14(، روي)16(نيكل

، )25( بيوتيكها، آنتي)35و  3( نقره نيترات، كرومات
، )2( بعاد نانو، پلي استيرن در ا)7(نانومواد مهندسي شده

 )19(، اتانول آمينها )14(، تركيبات فنلي)32( پنبه نسوز
هاي عصاره ،)37( علف كشها، حشره كشها و آفت كشها

 ، پسابها و آب درياها)1( ، توكسينها)31(، ميكربي)6(گياهي
به طور معمول آزمونهاي . )20(به كار گرفته شده است

در دسترس هستند  .Artemia sppسميت با  ارزيابي متنوع
هاي از جمله بررسي نشانگر كه شامل روشهاي كوتاه مدت

- استيل كولين استراز، گلوتاتيونشامل  (زيستي آنها 
ترنسفراز، گلوتاتيون ردوكتاز، - Sپراكسيداز، گلوتاتيون 

 تفرجدرصد ، )آلدهيد دهيدروژناز و آدنيل پيروفسفاتاز
-زيتوده خشك، اختلالات شكلي و اندازهشامل بررسي (

و بلند  )شنا سرعت شنا كردن و طول مسير(، رفتاري )اي
و مرگ از مرحله لاروي  ءقاكه بر روي رشد، تكثير، ب مدت

ي آزمونها. )22و  21( شودمي گردد،متمركز مي تا بلوغ
البته اين . شونداه مدت بيشتر به كار گرفته ميسميت كوت
رغم مزيتهاي ذكر شده محدوديتهايي از جمله ي آزمون عل

  . كاربر دارد احتمالي خطاي به علتحساسيت كم 

تحرك و سرعت شنا پركاربردترين آزمون رفتارشناسي 
جهت ارزيابي سميت تركيبات بر فيزيولوژي ارگانيسمهاي 

تحرك، همانند شنا . است .Artemia sppآبزي همانند 
كردن، به عنوان شاخص استرس در چندين مطالعه سم 
شناسي اكولوژيكي به كار گرفته شده است و مقياسي 

حضور سم را براي طيف حساس از استرس ناشي از 
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در طي ده . هاي محيطي ارائه داده استوسيعي از آلاينده
مهرگان سال اخير، رفتار شنا كردن به عنوان پاسخ بي

قرارگيري در معرض  به واسطه .Artemia sppهمانند 
اگرچه  .)12(هاي آلي يا غيرآلي مطالعه شده استآلاينده

زيست سازگار  حسگرهايهنوز هم فقدان اساسي 
هاي اتوماتيك و الگوريتمها جهت ارزيابي و آناليز داده

براي مطالعات سم شناسي وجود  .Artemia spp رفتاري
 تمامي مطالعات در زمينه بررسي سميت در به عبارتي. دارد
تركيبات آلي و غير آلي نتايج به صورت دستي بررسي  حاد
- مي كوچك بودن و حركت سريع اين ارگانيسمو  شوندمي

افزايش خطاي آزمون و در نتيجه مانع  تواند منجر به
غربالگري سميت با كارايي بالا جهت بررسي سميت تعداد 

از اين رو قابليت  .وسيعي از تركيبات در زمان كوتاه شود
 اي وابسته به تجربه كاربرين آزمون به طور عمدهاطمينان ا

دقت در  همچنيندر تمايز لاروهاي زنده و مرده و 
علاوه بر اين در اكثريت  .شمارش لاروهاي مرده است

 24مطالعات تعداد لاروهاي مرده و زنده پس از گذشت 
كه با استفاده  ساعت مورد شمارش قرار مي گيرد، در حالي

از اين نرم افزار بدون نياز به حضور كاربر مي توان تعداد 
لاروهاي مرده و زنده را در فواصل زماني كوتاه تر مورد 
بررسي قرار داد و به اين وسيله به نتايج دقيق تري دست 

  . يافت

ي قديمي علوم روشها بسياري ازحاضر درحال 
 رفته و مدرن باوجود تجهيزات پيش  به واسطه آزمايشگاهي

  اند و درنتيجه اي و خودكار جايگزين شده ي رايانهروشها
آزمايشات بسيار كاهش  انجام دو عامل خطا و زمان در ،آن

با استفاده از  تا تلاش شددر مطالعه حاضر . اند يافته
افزاري  نرم ،Image Analysisامكانات تصويربرداري و 

بدون نياز به دخالت كاربر اثرات كه  اده شودتوسعه د
اين . آزمون را در مقاطع زماني تعيين شده گزارش كند

وسعه داده شده است و ت MATLABافزار در محيط  نرم
تنها به يك رايانه و يك دوربين تصويربرداري  براي اجرا

  .نياز دارد ساده

 مواد و روشها

 Nocardia sp. UTMCتهيه عصاره مايع تخمير باكتري 

 Nocardiaتهيه عصاره مايع تخمير باكتري  به منظور:  751

sp. UTMC 751 اين باكتري در ارلن ماير ،ml250 داراي 
ml50  محيط پيش كشتFA ) نشاستهg/L 10 عصاره ،

دماي (استريل شده با اتوكلاو ) g/L 2و پپتون  g/L 4مخمر 
ارلن . شدتلقيح ) دقيقه 20، به مدت درجه سانتي گراد 121

و دور  درجه 28 دماي شيكر انكوباتور با تلقيح شده در
rpm 180  پس از طي . ساعت گرماگذاري شد 24به مدت

اتمام گرماگذاري و اطمينان از عدم آلودگي كشت، به ميزان 
حجمي از محيط پيش كشت به محيط - حجمي درصد 5

سپس فلاسك تخمير در . تلقيح انجام شد) FA(تخمير 
روز در شيكر انكوباتور با دور  7به مدت  درجه 28 دماي
rpm 180 در پايان دوره گرماگذاري . گرماگذاري شد

 10به مدت  g 2500زيتوده با استفاده از سانتريفيوژ با دور 
استخراج تركيبات زيست  به منظور. دقيقه جداسازي شد

آمده، اتيل  به دستفعال، معادل با حجم سوپرناتانت 
استات تقطير شده به فاز آبي اضافه گرديد و در ادامه ارلن 

دقيقه روي همزن قرار داده  90 داراي اين مخلوط به مدت
در . با همديگر مخلوط شوند در اين مدتتا دو فاز  شد
باشد فاز آلي كه داراي متابوليتهاي استخراج شده مي پايان

در . گيردآن قرار مياز فاز آبي به تدريج جدا شده و روي 
پايان اين مرحله براي بازيافت حلال و تغليظ متابوليتها، فاز 

 38 آلي به دستگاه تبخيرگر دوار منتقل شده تا در دماي
حلال از نمونه جدا شده و عصاره  rpm70و دور درجه 

حلال اضافي باقي  آيد كه نهايتاً به دستخام تغليظ شده 
ت تبخير گرديد تا عصاره مانده در عصاره به كمك گاز از

  . )30( نگهداري شود - 20خشك در فريز  كاملاًدر وضيت 

جهت انجام اين آزمون  : Artemia salinaسيستهاي  تفرج
در آب مصنوعي دريا  Artemia salinaي سيستها ابتدا

ساعت  24تحت هوادهي و نور مصنوعي طي ) 1جدول(
ا به كمك عدد از لاروه 20تا  10سپس تعداد . شدند تفرج
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 خانه منتقل شدند 48ي پليت چاهكها سمپلر به هر يك از
 .Nocardia spو به چاهكها عصاره اتيل استاتي باكتري 

UTMC 751 با غلظتهاي نهايي g/mlµ 1، g/mlµ 5 و ،
g/mlµ 10 )گروه شاهد(يا بافر فسفات ) گروههاي آزمون (

 با استفاده از لاروها. در سه تكرار افزوده شد
و با كمك دوربين فيلم  مشاهده شدنداسترئوميكروسكوپ 
سپس . انجام شدساعت  24 به مدتبرداري از لاروها 

سازي الگوريتمي فيلمهاي تهيه شده براي طراحي و پياده
 زنده يتشخيص و شمارش خودكار لاروها به منظوركارا 

استفاده مورد آنها  تحرك يا عدم تحركبر اساس  و مرده
  .گرفتندقرار 

  )10( نمكهاي استفاده شده جهت تهيه آب درياي مصنوعي -1جدول
 )گرم در ليتر(ميزان  تركيبات

  375/23  سديم كلرايد

 925/4  منيزيم سولفات
 2/0  پتاسيم برومايد

 745/0  كلرايدكلسيم
 625/4  آبه6.منيزيم كلرايد

pH 2/7  

 

:   Image Subtraction روشبا شخيص لاروهاي زنده ت
تر توضيح داده شد، مطالعه حاضر با كه پيش همان طور

افزاري براي شمارش تعداد لاروهاي زنده  نرم توسعه هدف
روش  .انجام گرفته است در فواصل زماني معين و مرده

براي تفكيك لاروهاي زنده از مرده برمبناي استفاده شده 
اگر يك  به عبارتي. تحرك لاروهاي زنده است تشخيص

در جاي ) شدهدر فيلم تهيه( لارو طي چند فريم متوالي
حساب در شمارش به  آن لارو مانده باشدخود ثابت 

اند را  آيد، زيرا برنامه فقط لاروهايي كه حركت داشته نمي
  .دهد تشخيص مي

 تفاضل بين دو فريم با محاسبه حركت يك لارو تشخيص
 Imageمنظور از  .آن دو فريم امكان پذير است

Subtraction   متناظر در دو ي پيكسلهاتفريق شدت نور
از آنجاكه در تصوير شدت نور منفي  .است) فريم( تصوير

حاصل آن معنا ندارد، هر تفريقي به عددي منفي برسد 
ابتدا لازم براي اين كار . در نظر گرفته خواهد شد صفر

 رنگ به تصوير تك )RGB( تصوير رنگياست 
)Monochrome( رنگ هر  در تصوير تك. تبديل شود

خواهد داشت كه  255الي  0پيكسل مقداري عددي بين 
پيكسلي با . شدت نور در آن نقطه است  كننده مشخص

  .سفيد خواهد بود كاملاً 255سياه و با مقدار  كاملاً 0مقدار 

ر تفريق شوند نتيجه گيشابه از يكدوقتي دو تصوير م
زيرا عدد هر پيكسل از . سياه خواهد بود كاملاًتصويري 

 صفرشود و حاصل تفريق در تمام نقاط  خودش كم مي
اي تغييرات رخ داده باشد  اما اگر در ناحيه. خواهد بود

بود و در نخواهد  صفرحاصل تفريق در آن نقاط ديگر 
به اين . تصوير حاصل رنگ خاكستري خواهد داشت

ناشي از تحرك (نواحي داراي تغييرات توان  ترتيب مي
  .)1 شكل( بين دو فريم را تشخيص داد) لاروها

تشخيص : تصوير زمينه افزايش دقت تشخيص با محاسبه
  Image Subtractionحركت لاروها به كمك روش 

هرچند روشي ساده و ظاهراً كارآمد است اما ممكن است 
گاهي دچار خطا شود، زيرا اين روش صرفاً بر مبناي 

به طور مثال اگر در . كند تغييرات عددي پيكسلها عمل مي
يك ناحيه يك لارو زنده قرار داشته باشد و جا به جا شود 

ديگري در همان ناحيه قرار   و به طور اتفاقي لارو زنده
رد آن ناحيه تغيير شدت نور نداشته و در شمارش به گي

اين مشكل خصوصا در اوايل آزمايش كه . آيد حساب نمي
  .تعداد لاروهاي زنده زياد است نمود بيشتري دارد

روش پيشنهادي براي حل اين مشكل تفريق فريم از يك 
به اين معنا كه . باشد تصوير ثابت خالي از لارو زنده مي

درون يك فريم، تفاضل آن   هاي زندهبراي تشخيص لارو
  .چاهك محاسبه گردد  با تصوير زمينه
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  ميلي ثانيه 138تفريق دو فريم با فاصله زماني  -1شكل 

  

. چاهك نبايد خالي از لاروهاي مرده باشد  اما تصوير زمينه
صورت هنگام محاسبه تفاضل، لاروهاي مرده  زيرا در اين

درنتيجه لازم است . شوند نيز در شمارش محاسبه مي
تصوير زمينه چاهك شامل لاروهاي مرده اما خالي از 

داشتن يك تصوير  به جايپس بايد . لاروهاي زنده باشد
زمينه ثابت در طول آزمايش، در هر مقطع زماني تصوير 

براي . محاسبه و استفاده شوداي متناسب با آن مقطع  زمينه
گيري  آوردن چنين تصويري از روش ميانگين به دست

ي ويديو در فريمهادر اين روش تمامي . استفاده شده است
 با هم جمع شده و ميانگين) ثانيه 5مثلا (زماني   يك بازه

به اين ترتيب در تصوير حاصل . شود محاسبه ميآنها 
لاروهاي زنده از بين لاروهاي مرده حضور دارند اما اثر 

  .)2شكل ( رود مي

  
  شده با حضور دو لارو مرده تصوير زمينه محاسبه -2شكل 

در بخشهاي قبلي : شمارش لاروهاي زنده و مرده
آمدند كه درواقع تفاضلي از دو تصوير  به دستتصاويري 

تفاضل مهم است كه آيا يك پيكسل در  در. ندمشخص بود
. ماتريس تفاضل به صفر نزديك است يا از صفر دور است

اگر مقدار يك پيكسل در ماتريس تفاضل به صفر نزديك 
. باشد يعني آن پيكسل در هر دو تصوير يكسان بوده است

به همين ترتيب اگر مقدار يك پيكسل در ماتريس تفاضل 
تيجه گرفت آن پيكسل در دو توان نمي دور باشد،صفر  از

در اينجا بايد . خوش تغيير شده استتصوير دست
كمك آن بتوان اين ه حدآستانه مناسبي انتخاب كرد تا ب

شباهت يا عدم شباهت پيكسلها در دو تصوير را به درستي 
هاي اين حدآستانه از طريق مشاهده نمونه. تشخيص داد

   .دوشمي تهيه شده و با آزمون و خطا مشخص 

از حد آستانه تعيين شده، جهت تعيين ايجاد تغيير  در ادامه
به . شداستفاده  يا عدم ايجاد تغيير در تصاوير مورد بررسي

اين معني كه در اين تصاوير پيكسلهاي كمتر از حد آستانه 
سفيد  كاملاًسياه و پيكسلهاي بيشتر از حد آستانه  كاملاً
كند ماتريس حاصل تنها  اين كار كمك مي. داده شدقرار 

اما . تر شود باشد و پردازش آن ساده 1و  0شامل اعداد 
مسائلي همچون . تصوير فعلي هنوز آماده شمارش نيست

هاي درون چاهك و درهم  تغييرات نور محيط، ريزذره
در  نا به جارفتگي لاروها باعث ايجاد نويز و پيوستگيهاي 

لذا . كند شمارش را با خطا مواجه ميشود كه امر  تصوير مي
لازم است  پيش از شمارش لاروها چند مرحله عمليات 
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اين مراحل در  .مورفولوژي بر روي تصوير اعمال شود
  .اند هبخش نتايج عنوان شد

پس از اعمال فيلترهاي مورفولوژي و حذف اجزاي اضافي 
در تصوير نهايي رنگ زمينه . شود تصوير آماده شمارش مي

هايي سفيد رنگ در برخي  سياه بوده و فقط توده كاملاً
دهنده لاروهاي زنده  خورد كه نشان نواحي به چشم مي

ها برنامه تصوير را پيمايش  براي شمارش اين توده. هستند
با پيداشدن يك پيكسل . كند تا به پيكسلي سفيد برسد مي

به  )8همسايگي ( ي سفيد متصل به آنپيكسلهاسفيد تمامي 
درنتيجه هرگاه . شوند بازگشتي پيدا شده و سياه مي روش

يك توده سفيد در تصوير پيدا شود ابتدا شمارش شده و 
گردد و برنامه به پيمايش  كامل حذف مي به طورسپس 

به اين ترتيب در پايان تعداد كل . دهد خود ادامه مي

اند و به عنوان تعداد لاروهاي  هاي سفيد شمارش شده توده
  .)3شكل ( شوند مقطع گزارش مي زنده در آن

 كه شود مي گفته عملياتي به مجموعه مورفولوژي عمليات
 ايجاد آن از هدف و شده اعمال باينري تصاوير روي بر

  .در اجزاي داخل تصوير است تغييرات هندسي

در يك ساختار ماتريسي هر خانه با دو خانه مجاورت 
چپ و (افقي ، با دو خانه مجاورت )بالا و پايين(عمودي 
بالا راست، بالا (، و با چهار خانه مجاورت مورب )راست

منظور از همسايگي . دارد) چپ، پايين راست و پايين چپ
هايي است كه با مركز مجاورت عمودي و افقي  خانه 4

اي است كه  تمامي هشت خانه 8منظور از همسايگي . دارند
  .با مركز مجاورت عمودي و افقي و مورب دارند

  
  از عمليات مورفولوژي) راست(و پس) چپ(تصوير لاروهاي زنده پيش -3شكل 

  نتايج
تعداد زيادي از  : Artemia salinaتفرج لاروهاي 

سيستهاي افزوده شده به آب مصنوعي دريا تحت شرايط 
و بر اين اساس تعداد ) درصد 95(ذكر شده تفرج شدند 

زيادي از لاروهاي موجود در مرحله اول و دوم لاروي 
  . جهت ادامه مطالعه در دسترس بودند

:  Image Subtractionبا روش لاروهاي زنده  تمايز
اساس برنامه طراحي شده در مطالعه حاضر تشخيص ايجاد 
تغيير يا عدم تغيير در پيكسلهاي تصاوير متوالي حاصل 

تشخيص لاروهاي  به منظور. بودلم تهيه شده شده از في
زنده و مرده بر اساس قابليت تحرك لاروهاي زنده، براي 

اند، داراي پيكسلهايي كه در دو فريم متوالي تغييري نداشته
توان پس مي. لارو مرده، حاصل برابر با صفر خواهد شد
صورت  تغييرنتيجه گرفت طي اين دو فريم در آن نقطه 

 Imageبه همين ترتيب اگر در ماتريس . نگرفته است

Subtraction  توان گفت مقادير غيرصفر وجود داشت مي
حضور لاروهاي زنده  به واسطهيي جا به جادر آن پيكسلها 
 .رخ داده است
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و  تصوير زمينه افزايش دقت تشخيص با محاسبه
تصوير زمينه نيز با : شمارش لاروهاي زنده و مرده

ميانگين گيري ميان چند تصوير متوالي حاصل شد و از آن 
جهت تشخيص صحيح لاروها از ساير اجزاي موجود در 

با استفاده از . نجام گرديدمحيط به طور موفقيت آميزي ا
تعيين حد آستانه لاروهاي موجود در تصوير تشخيص داده 

پردازش شد و استفاده از كدهاي مورفولوژي منجر به 
در نهايت . ح از طريق حذف نويزها شدتصوير و اصلا

تصوير پردازش شده براي شمارش نهايي تعداد لاروهاي 
 مراحل عمليات مورفولوژي. شود مرده و زنده پيمايش مي

 و شكست از جلوگيري براي ها حفره كردن از جمله پر
 بين از براي نويز ، حذف)ب- 4شكل ( لارو يك تجزيه
به  اجزا كردن باريك ،)ج-4شكل ( اضافي اجزاي بردن

 و) د- 4شكل (چسبيده  هم به لاروهاي تفكيك منظور
 )ه-4شكل ( حذف نويز براي از بين بردن نقاط جدا افتاده

  .نشان داده شده است 4شكل در 

نتايج تفسير شده توسط كاربر و  اختلاف ميانگينبررسي 
به علت عدم پيروي داده از توزيع : برنامه طراحي شده

بررسي  هاي، اختلاف ميانگين داده)P<0.05(طبيعي نرمال 
آمده از باكتري  به دستعصاره اتيل استاتي  حاد سميت

Nocardia sp. UTMC 751 و  توسط برنامه طراحي شده
در  Mann-Whitney Uآزمون  با استفاده از) تكرار 3(كاربر 

بررسي شد، نتايج نشان  21 نسخه SPSSنرم افزار آماري 
دهنده عدم اختلاف معنادار ميانگين دو گروه مورد بررسي 

  .)31( )2جدول ( )P>0.05( بود

  
  آمده از دو آزمون سميت انجام شده توسط كاربر و برنامه طراحي شده به دستمقايسه آماري نتايج  -2جدول 

  آزمون  (%) Artemia salinaدرصد بقاي آزمون سميت
Mann-Whitney U  

µg/ml1 µg/ml5 µg/ml10  

 P>0.05  92 100 100 آزمون خرچنگ آب شور با تفسير كاربر

100 100 90  
100 100 94  

آزمون خرچنك آب شور با استفاده از نرم افزار
  شمارش خودكار

100 100 90  
100 100 91  
100 100 90  

  

  بحث
صنعت داروسازي تعداد زياد تركيبات شيميايي جديد در 

منجر به تقاضاي  ، صنايع كشاورزي و غذاييانساني و دامي
افزايش يافته براي غربالگريهاي ايمني به منظور اطمينان 

بخشي از اين . يافتن از توسعه موفق آميز دارو شده است
فرآيند غربالگري شامل تعيين سمي بودن اين تركيبات 

الملي سم  جديد با به كار گيري آزمونهاي معتبر بين

. شودمي) In vivo(و در زيوه ) In vitro(شناسي در شيشه 
آزمونهاي . هستند ضروري آزمونهاي سم شناسياز اين رو 

د در برخي تحقيقات پايه اي  اطلاعاتي نتوانسم شناسي مي
را فراهم نمايد كه در نهايت منجر به توقيف تركيبات 

در اين نها شيميايي ويژه اي به واسطه سميت اثبات شده آ
  . )5(دنشوآزمونها 
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 اجزاي بردن بين از براي نويز حذف) ج. (لارو يك تجزيه و شكست از جلوگيري براي ها حفره كردن پر)ب. (نشده پردازشتصوير )الف( -4شكل 

  .حذف نويز براي از بين بردن نقاط جدا افتاده)ه. (چسبيده هم به لاروهاي تفكيك به منظور اجزا كردن باريك)د. (اضافي

، موش، همستر، خوك، خوكچه، خرگوش، مرغ، سگ رت
و ميمون از جمله حيواناتي هستند كه در آزمونهاي سم 
شناسي در زيوه با اهداف مختلف تا كنون مورد استفاده 

حيوانات در حال حاضر  حمايت ازقوانين . قرار گرفته اند
ها براي جلوگيري از سوء استفاده از در اغلب كشور

  .)5( اجراست هاي سم شناسي قابلحيوانات در آزمايش

مقرون به  سلولي در مقايسه با مدلهاي حيواني نسبتاًمدلهاي 
. صرفه تر و به آساني قابل نگهداري و دستورزي هستند

ات مستقيم سموم را بر روي تأثيرمدلهاي در شيشه مطالعه 
انواع سلولها و بافتهاي ويژه در يك محيط كنترل شده 

معايب عمده سيستمهاي در شيشه . سازدامكان پذير مي
، سراسرياي در زيوه، فقدان اثرات يستمهنسبت به س

اگرچه . است سمومو حذف  هازيست بيگانهسيستم متابوليسم 
استفاده از سيستمهاي فعال كننده  باتواند اين معايب مي

متابوليكي همانند معرفي نيكوتين آدنين دي نوكلئوتيد 
فسفات هيدروژن فعال كننده ميكروزومها يا روي يك رده 
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حدودي برطرف شود، اما هر كدام از اين سلولي كبدي تا 
عوامل هزينه بر خواهند بود و هزينه تمام شده آزمون 
سميت را تا حد قابل ملاحظه اي افزايش خواهند داد و امر 
اين آزمونها را براي غربالگري اوليه تعداد زيادي از 

محدوديت ديگر كشت سلول . سازدتركيبات نامناسب مي
ي سلولي فاقد پيچيدگي سيستمهااين است كه بسياري از 

سلول در بافت هستند، اين محدوديت - هاي سلولميانكنش
تواند تا حدودي با استفاده از سيستمهاي كشت همزمان مي

يا كشت بافت برطرف شود، كه اين امر نياز به تخصص 
  . )5(بالاي كاربر در اين زمينه دارد

كاهش  به منظورهمه كشتهاي سلول بايستي  همچنين
آلودگي ميكربي تحت شرايط استريل تهيه و نگهداري 

اي از سلولها بايستي تحت شرايط تعريف شده. شوند
در محيط  بايستي آنها. و دما نگهداري شوند pHرطوبت، 

كشتي ويژه كه ممكن است داراي تعدادي از اجزا مكمل 
همانند آنتي بيوتيكها، گلوتامين، سرم و غيره باشد، رشد 

  .)5(ندداده شو

اثرات سمي يا آزمون متداول استفاده شده در بررسي 
سايتوتوكسيك تركيبات طبيعي، سنتزي و نيمه سنتزي 

و  8( آزمون سميت با استفاده از معرف تترازوليوم است
28( .  

به   Artemia salinaدر مطالعه اي رجبي و همكاران از 
عنوان ارگانيسم مدل در بررسي سميت نانوذرات استفاده و 

بررسي سميت با استفاده از  نتايج حاصله را با آزمون
با كمك رنگهاي حياتي مانند  سلولهامتابوليسم تنفسي 

نتايج نشان داد كه . مقايسه نمودند مشتقات نمك تترازوليوم
هاي حاصل از هر دو آزمون اختلاف معناداري با داده

 Artemiaتوان از و بنابراين مي) P<0.05(يكديگر ندارند 

salina  هاي مربوط به هزينهبراي تسريع و كاهش
  )29و  27( .)29(استفاده نمود  حاد آزمونهاي سميت

، سترونبه علت عدم نياز به شرايط كه ذكر شد،  همان طور
عدم نياز به فاكتورهاي رشد پرهزينه همانند سرم جنين 

 Artemiaبه استفاده از  سميت سلول بنياندر آزمون  گاوي

spp.  اين آزمون در . ي سم شناسي وجود داردآزمونهادر
پيشنهاد شد و  1959ابتدا توسط ميشل و همكاران در سال 

بسياري از تكنسينها به عنوان يك روش  به وسيلهبعدها 
  . )26(جهت ارزيابي اوليه سميت بهينه سازي شد

يكي از انواع  Artemia salinaبا توجه به موارد مذكور، 
در آبهاي لب شور تا  مهم و نسبتا گسترده سخت پوستان

ارگانيسمي مناسب جهت ارزيابي سميت تركيبات  شور
 .شودمختلف به عنوان غربالگري اوليه محسوب مي

داراي يك پوسته و پوشش  Artemia salinaي سيستها
 10تا  6غشايي اطراف جنين است و به طور معمول داراي 

  . هستندسال  50درصد رطوبت و قابليت بقا تا 

اين لاروها  مختلفويژگيهاي  اخيردر اين راستا مطالعات 
با استفاده از الگوريتمهاي متفاوت جهت افزايش سهولت  را

در . بررسي نموده اند آنها در آزمونهاي سميت،استفاده از 
 نموداشاره  و همكاران Kokkaliتوان به مطالعه اين ميان مي

كه در راستاي بررسي سميت فلزات سنگين از جمله 
با استفاده يونهاي مس، كادميوم، آهن در غلظتهاي مختلف 

از آنها فيلم برداري نمودند و خرچنگ آب شور آزمون از 
فيلم گرفته شده را با استفاده از الگوريتم كاوشگر تحرك 
كه قابليت حركت لاروها را مورد بررسي قرار مي داد، 

رغم تعداد كم لاروهاي به كار برده  يعل. نمودند پردازش
الايي در بررسي تحرك لاروها شده، اين سيستم حساسيت ب

علاوه بر اين مقادير بسيار كم از تركيبات سمي . داشت
  . )9(قابل رديابي با اين برنامه بودند

 به وسيله Artemiaو همكاران  نرخ تفرج  Kimدر مطالعه 
 به دست شمارش خودكار سيستها بر اساس اطلاعات رنگي

 با به كارگيريآزمايشهاي تفرج شدن  طيآنها  آمده از
نرخ تفرج با . روش پردازش تصوير اندازه گيري شد

آمده تحت شرايط  به دستاستفاده از اطلاعات تصويري 
. برآورد شد درصد 34- 48آزمايشگاهي مختلف در طيف 

آمده از  به دستدرصدي ميان نتايج  درصد 9/10اختلاف 
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شمارش خودكار و شمارش دستي توسط كاربر مشاهده 
  . )15(شد

و همكاران  احتمال بهبود آزمون  Garaventaدر مطالعه  
تغيير در سرعت شنا (سميت با برآورد ويژگي رفتاري 

و روتيفر  sp. Artemiaلاروهاي خرچنگ آب شور ) كردن
Brachionus plicatilis  در مطالعات سم شناسي مورد

آناليز سرعت  به منظورنخستين آزمايش . ارزيابي قرار دادند
كارايي  تأييد به منظوركردن دو ارگانيسم مذكور شنا 

آزمايش دوم با قرار . سيستم رديابي ويديويي انجام شد
تغيير . گيري ارگانيسمها در برابر تركيبات سمي انجام شد

عت شنا كردن همزمان با نرخ مرگ و مير مورد بررسي سر
نتايج آزمون نخست نشان داد كه ثبت رفتار . قرار گرفت

شنا كردن ابزاري مناسب براي اندازه گيري سرعت شنا 
نتايج آزمون سميت نشان داد كه . كردن دو ارگانيسم است

سرعت شنا كردن و يك شاخص حساس براي شناسايي 
 . )13(ظتهاي ناچيز استتنش مواد سمي در غل

مطالعه حاضر كارايي آزمون ارزيابي سميت با استفاده از 
Artemia salina به را به كمك نرم افزار توسعه داده شده ،

در اين روش نيازي به . طور قابل ملاحظه اي افزايش داد
حضور كاربر جهت بررسي تعداد لاروهاي مرده و زنده در 

با دقت بالايي تعداد  برنامههاي زماني مختلف نيست و بازه
لاروهاي زنده و مرده را كه شاخص مستقيمي از سميت 

توسعه  برنامه. نمايدتركيب مورد بررسي است، ارزيابي مي
را   Artemia salinaتواند نرخ مرگ لاروهاي مي داده شده

گذر زمان مشخص سازد و لذا بين دو ماده با ميزان در 
زماني مشخص اما  مرگ و مير مشابه در انتهاي يك دوره

در مطالعه با سرعت كشندگي مختلف تمايز قائله شود، لذا 
تواند اهميت و كاربرد بالايي در بررسي همزمان حاضر مي

هاي زماني سميت تعداد زيادي از تركيبات مختلف در بازه
 . مختلف داشته باشد
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Abstract 

Compounds used in pharmaceutical, nutritional and cosmetic should be non-toxic. One 
of the toxicity tests is performed using Artemia spp. as sensitive organisms to various 
toxins. In these tests, various characteristics of these larvae are investigated. One of the 
most commonly used factors is evaluation of the survival and death rate of larvae. 
Detection of live and dead larvae is based on the motility of larvae. However, the rapid 
movement of larvae makes it difficult to count, and thus the reliability of the test 
decreases. This study aimed to develop a program for the automatic differentiation of 
live and dead larvae and their counting in a short time and with high precision. In this 
regard, a program was designed using image processing rotes to distinguish larvae in 
MATLAB software. Motility of larvae was detected by image subtraction. The program 
receives images sent from the camera at two-time range (20 seconds) at the end of 
incubation period and then processes. At each interval, the background is calculated for 
the same interval. This will cause larvae that have died so far to be added to the 
background and not counted in the detection of live larvae. Eventually, the program 
could accurately count live and dead larvae. There is no significant difference between 
findings from the program and the findings provided by the expert user (P>0.05). 
Benefits of this improved test with programming are lack of need to aseptic conditions, 
costly materials and equipment and user presence as well as reduced errors.  

Key words: Artemia spp, Acute toxicity tests, Survival and death rates, Image analysis, 
MATLAB 


