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 Lens( گياه عدسدر خاك آلوده به نفت خام بر فعاليت آنزيم آلكالن فسفاتاز  تأثيرمطالعه 

culinaris(  
، 2زهرا غفاري، 1بابك كاوند، 2طالبيمجيد ، 2، زينب يوسفي2، ميترا جمشيدي*،2، داريوش مينايي تهراني1سعيد مينويي

  2سحر شادمان

  حيطيپژوهشكده علوم مدانشگاه شهيد بهشتي، تهران،  1
  تهران، دانشگاه شهيد بهشتي، دانشكده علوم زيستي 2

  8/5/90: تاريخ پذيرش  14/9/89: تاريخ دريافت

  چكيده

. قرار مي دهد تأثيرآلودگي نفتي در خاك همواره سبب آسيب به محيط زيست شده و زندگي گياهان و جانوران خاك را تحت 
نفت مي تواند از طريق خاك آلوده وارد . مربوط مي شود و حمل نفتآلودگي نفتي به نشت نفت به هنگام استخراج، پالايش 

را  انسانسلامت غذايي  قرار دهد كه مستقيماً تأثيرآبهاي زيرزميني شده و مزارع كشاورزي و گياهان مورد استفاده انسان را تحت 
اين تحقيق بر روي اين گياه داراي اهميت عدس يكي از گياهاني كه بسيار مورد استفاده غذايي انسان است، بنابر.  تهديد مي كند

مورد مطالعه و فعاليت آنزيم آلكالن فسفاتاز آلودگي نفتي خاك بر رشد و جوانه زني گياه عدس  تأثيردر اين مطالعه . مي باشد
آلاينده در  ددرص 5نشان داد كه غلظت نتايج . آلودگي بر فعاليت آنزيم آلكالن فسفاتاز گياه بررسي شد تأثيرقرار گرفت و سپس 

مي خير در جوانه زني، تغيير در تعداد جوانه ها ، كاهش زيست توده ساقه و ريشه و كاهش طول برگها در گياه أخاك سبب ت
كه فعاليت آنزيم در ريشه مشخص شد . مي باشدآلودگي بر آنزيم  تأثير، مقدار مناسبي براي بررسي درصد 5بنابراين غلظت . دوش

 و Kmهمچنين محاسبه فاكتورهاي كينتيكي . >p)  05/0 (يكديگر تفاوت معني داري را نشان مي دهد گياه شاهد و آلوده با
Vmax  با بررسي نتايج پيشنهاد شد كه ممكن است ايزوآنزيم آلكالن فسفاتاز . نيز در دو نمونه اختلاف معني داري را نشان داد

  .اهده شده بين نمونه هاي شاهد و آلوده استمسئول تفاوتهاي مش در ريشه آلوده گياه بيان شده باشد كه

  آنزيم، گياه، آلودگي، نفت خام :كليدي واژه هاي

  D_MTehrani@sbu.ac.ir:پست الكترونيكي ، 29903144: تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
ند توسط فلزات سنگين و مواد آلي مي توا آلودگيهاي خاك

در . شودسبب تغيير خواص فيزيكو شيميايي خاك 
كشورهاي توليد كننده نفت، آلودگي خاك توسط نفت خام 

. رخ بدهدحين حمل، پالايش و استخراج مي تواند در 
به آبهاي سطحي و زير سطحي نفوذ نفت مي تواند از خاك 

به  آسيبده و سبب زمينهاي كشاورزي ش واردكرده و 
مطالعات زيادي در  .دات خاك شودگياهان زراعي و موجو

حضور . نفت بر روي گياهان انجام شده است تأثيررابطه با 

خير در جوانه زني، أنفت خام در خاك مي تواند سبب ت
. )15 و 11( در رشد گياه شود تأثيركاهش تعداد جوانه ها، 

برخي از گياهان قادرند غلظتهاي بالاي نفت را در خاك 
جهت گياه  اين گياهان معمولاً .تحمل كرده و رشد كنند

 و 6، 5( خاك آلوده به نفت خام استفاده مي شونددرماني 
گياهاني هستند كه  ءجز بقولاتو گرامينه  هاي گونه. )10

،  )12 و 8، 4( توانايي خوبي در گياه پالايي خاك دارند
خوبي در خاك ه ها داراي ريشه افشان بوده كه بگرامينه 
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از طرف ) 4( دهندمي اك را كاهش آلودگي خنفوذ كرده و 
گونه  ،خاكنيتروژن به خاطر قابليت تثبيت  بقولاتديگر 

در اين گياهان  .)7( باشند هاي مناسبي براي گياه پالايي مي
آوردن  به دسترقابتي بين گياه با جمعيت ميكروبي براي 

نيتروژن خاك صورت نگرفته كه نتيجه آن همكاري مناسبي 
ه در جهت حذف و كاهش آلودگي نفتي بين باكتريها و گيا

نفت  تأثيربا آنكه مطالعات زيادي در مورد . )7( خاك است
بر روي گياهان مختلف صورت گرفته ولي تاكنون 

آلودگي نفتي بر روي فعاليت  تأثيرگزارشات اندكي از 
گياه در اين مطالعه از . )3(آنزيمهاي گياهي اعلام شده است

نفت بر  تأثيرو  فاده شداست است بقولات ءجزكه عدس 
لكالن فسفاتاز گياه مورد آآن بر فعاليت  تأثيررشد گياه و 

   .بررسي قرار گرفت

  مواد و روشها
نفت خام سبك از ناحيه : آلوده سازي خاك به نفت خام
 5و  3، 1نفت با غلظتهاي . سركان در غرب ايران تهيه شد

 در صد به خاك اضافه و به خوبي مخلوط گشت تا كاملاً
كيلويي  1سپس خاك به گلدانهاي .  )12( يكنواخت شود
 5شت و كتكرار آماده  5از هر غلظت . انتقال داده شد

در هر . نمونه نيز بدون آلودگي و به عنوان شاهد تهيه شد
گرم  5/0كاشته شد و مقدار دانه عدس  10گلدان تعداد 

در (سپس آب لازم . كود حيواني نيز به گلدانها اضافه شد
براي رشد گياه به گلدانها ) ظرفيت زراعي درصد 75د حدو

  .داده شد

تعداد روز از كشت گياه،  15پس از : بررسي رشد گياه
طول ساقه گياه پس از . در هر گلدان شمارش شدجوانه ها 

 ه وماه اندازه گيري شد سپس گياه از خاك خارج شد يك
ه با توجه ب. دگرديوزن مقدار زيست توده ريشه و ساقه آن 

آلودگي نفتي بر روي گياه، نمونه هاي  درصد 5غلظت  تأثير
براي مقايسه فعاليت آنزيمي ريشه و ساقه با شاهد % 5

و  درصد 5نمونه هاي اندام هوايي ريشه و . انتخاب شد

درجه براي تعيين فعاليت آنزيمي  - 20شاهد در دماي 
  .نگهداري شد

: فاتازتعيين فعاليت و بررسي كينتيكي آنزيم آلكالن فس
درجه توسط  -20ريشه و ساقه گياه پس از خروج از دماي 

و به  x g 5000 س در دور پهموژنايزر شكسته شد و س
رسوب كه شامل .  وژ گرديديفدقيقه سانتري 10مدت 

سلولهاي شكسته نشده بود از مايع رويي جدا شد و 
سوپرناتنت به عنوان سوپ فاقد سلول براي فعاليت آنزيمي 

  . استفاده شد

ميلي ليتر از سوپ  1/0جهت تعيين فعاليت آنزيم مقدار 
 pH 5/8مولار تريس با  1/0ميلي ليتر بافر  8/2سلولي به 

ميلي ليتر نيز  محلول پارا  1/0اضافه شد و سپس مقدار 
آنزيم  يبه عنوان سوبسترا (pNPP)نيترو فنيل فسفات 

توليد محصول واكنش يعني تغييرات جذب  اضافه شد و
جهت . گرديدنانومتر ثبت  410در طول موج نيتروفنل پارا 

 18تا  3,5(مختلف محاسبات كينتيكي سوبسترا با غلظتهاي 
به محلول آنزيم و بافر اضافه شد و جذب در  )ميلي مولار

به از اعداد . دقيقه ثبت شد 15و 10، 7، 5، 3، 1زمانهاي 
آمده منحني عكس غلظت بر عليه عكس سرعت  دست

(Lineweaver- plot) رسم و سرعت ماكزيمم (Vmax)   و
Km  آنزيم محاسبه شد .  

با توجه به اينكه ضريب خاموشي  فعاليت آنزيم نيز
(Extinction coefficient)  8/18 * 103پارانيترو فنل مقدار 

   . ليتر بر مول است محاسبه شد

 ±آمده به صورت ميانگين  به دستداده هاي : آناليز آماري
براي تعيين اختلاف . در نظر گرفته شد (SD)انحراف معيار 

و  One Way ANOVAمعني دار نتايج از آناليز واريانس 
 5كمتر از   Pاستفاده شد و مقدار   Tukeyتست مكمل 

  .معني دار مشخص شد (p< 0.05)  درصد
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  نتايج
شمارش تعداد جوانه ها : شمارش تعداد جوانه ها در گياه
ي تأثيرر نفت خام در گياه در نمونه ها نشان داد كه حضو

كه حتي در  طوريه در جوانه زدن گياه نداشته است ب
گونه تفاوت معني داري با نمونه كنترل  هيچ درصد 5نمونه 

خير أبا اين حال حضور نفت سبب ت). 1شكل (ديده نشد 
  . در جوانه زدن شد

  
هيچگونه اختلاف معني . شمارش تعداد جوانه ها در خاك  - 1شكل

  .ين نمونه هاي آلوده و شاهد ديده نشدداري ب

  
 درصد 5در نمونه . اندازه گيري طول اندام هوايي در گياه -2شكل

  .كوتاه ترين اندام هوايي ديده شد
بررسي اندازه و طول اندام هوايي گياه نشان داد كه در 

از طول اندام هوايي كاسته شده ولي تفاوت  درصد 5نمونه 
ونه هاي آلوده به نفت مشاهده معني داري بين كنترل و نم

ي بر تأثير، حضور آلودگي درصد 5به غير از نمونه . نشد
  ).  2شكل(  رشد و طول اندام هوايي گياه نداشت

بررسي مقدار زيست توده  : اندازه گيري زيست توده گياه
نشان داد كه هر چه غلظت نفت در ) ريشه و ساقه(كل

. كل كاسته مي شودنمونه بيشتر باشد از مقدار زيست توده 

و ) فاقد نفت(بيشترين مقدار زيست توده در نمونه شاهد 
). 3شكل(مشاهده شد  درصد 5كمترين آن در نمونه 

. ديده شد درصد 5اختلاف معني داري بين نمونه  كنترل و 
ميزان نفت نه تنها بر روي ساقه و اندام هوايي بلكه بر روي 

قدار زيست توده اندازه گيري م. ثر بودؤريشه نيز مرشد 
ريشه در نمونه ها نشان داد كه كمترين مقدار زيست توده 

و بيشترين آن در نمونه كنترل  درصد 5گياه در نمونه 
مشاهده ماكروسكوپي ريشه نشان داد ). 3شكل(مشاهده شد

هر چه بر غلظت نفت در خاك افزوده شود از پراكندگي 
نيز كم  ريشه در خاك كاسته شده و مقدار انشعابات ريشه

خير در جوانه زني أحضور نفت در خاك سبب ت. مي شود
كه هر چه بر   به طوري. بر روي رشد گياه شد تأثيرو 

مقدار نفت در خاك افزوده شد از طول ساقه گياه كاسته 
همچنين حضور نفت باعث زردي زودرس برگهاي . شد

  .گياه شد

با توجه به : بررسي فعاليت آلكالن فسفاتاز  در ريشه
نسب به شاهد  درصد 5غييرات ماكروسكوپي كه در نمونه ت

مشاهده شد، براي مطالعه تغييرات آنزيمي از نمونه هاي 
 درصد 5ريشه و ساقه در خاك آلوده به نفت با غلظت 

بررسي . مقايسه شد) خاك بدون نفت(استفاده و با شاهد 
فعاليت آلكالن فسفاتاز ريشه گياه در حالت آلوده و شاهد 

آنزيم در نمونه  Vmaxو  Kmاد كه هر دو فاكتور نشان د
هم  كه  آلوده نسبت به شاهد تفاوت كرده است به طوري

Km  و همVmax 4شكل ( افزايش را نشان داد(   .  

مقايسه : اندام هوايي  بررسي فعاليت آلكالن فسفاتاز در
فعاليت آنزيم آلكالن فسفاتاز در ساقه گياه آلوده و شاهد 

و  در نمونه آلوده افزايش يافته Kmاكتور  نشان داد كه ف
Vmax  مقايسه . نيز افزايش نشان داده استKm  نمونه

آلوده و شاهد اختلاف معني داري بين آنها نشان نداد 
  ). 5شكل(

محاسبه : مقايسه فعاليت ويژه آنزيم در ريشه و ساقه
فعالت ويژه آنزيم آلكالن فسفاتاز در ريشه گياه شاهد و 
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داد كه فعالت ويژه در ريشه گياه شاهد در  آلوده نشان
و در نمونه آلوده در  U/mg protein2 ± 10    حدود

 بوده ا ست در حالي ٢/١±9/5 U/mg protein حدود  
 U/mg كه در ساقه گياه فعاليت ويژه براي شاهد در حدود 

protein 9/0 ± 65/4  و براي نمونه آلوده در حدود

U/mg protein ٨/٠±25/4  اختلاف .  اسبه گشتمح
معني داري بين فعاليت ويژه آنزيم در ريشه گياه شاهد و 

گياه اندام هوايي لاف در تشود كه اين اخ آلوده مشاهده مي
  . به چشم نمي خورد

  
  و زيست توده ريشه در نمونه هاي آلوده و شاهد) ريشه وساقه( مقايسه مقدار زيست توده كل -3شكل 
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اختلاف معني . در آنزيم آلكالن فسفاتاز نمونه ريشه شاهد و آلوده Kmووير و بورك ومحاسبه تغييرات سرعت ماكزيمم و رسم منحني لين -4شكل 

  .كه اختلاف معني داري بين سرعت ماكزيمم نمونه شاهد و كنترل ديده نشد نمونه شاهد و كنترل ديده شده در حالي Kmداري بين مقدار 
  بحث

ات مهمي بر فيزيولوژي رتأثيآلودگي خاك مي تواند 
سلولهاي گياهي اعمال كند كه نتيجه آن تغيير مرفولوژي و 

 نفت خام يكي از مهم .)17(ماكروسكوپي در گياه است
شود  ترين آلوده كننده هاي خاك در كشور محسوب مي

كه از طريق نشت نفت به هنگام انتقال، استخراج و پالايش 
يني و يا سطحي به خاك نفوذ كرده و توسط آبهاي زيرزم

 تأثيربه زمينهاي كشاورزي منتقل شده و بر روي گياهان 
ريشه گياه كه در مجاورت خاك قرار  معمولاً. مي گذارد

 تأثيردارد جذب آلودگي را انجام داده و بيشتر تحت 
آلودگي قرار مي گيرد و ساقه گياه اين تغييرات را با شدت 
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ترين  از مهم يكي). 16، 13، 2 ،1(مي دهد كمتري نشان 
از . باشد ات آلودگي بر روي آنزيمهاي گياهي ميتأثير

آنزيمهاي مهمي كه در شرايط استرس فعاليت متفاوتي را از 
خود نشان مي دهد شامل پراكسيدازها، كاتالاز و آلكالن 

گزارشهاي زيادي در مورد تغيير فعاليت . فسفاتاز است
شده است آنزيمهاي پراكسيداز تحت شرايط استرس ارائه 

تواند برروي  آلودگي خاك توسط فلزات سنگين مي) 9(
  ). 14(ثر باشد ؤفعاليت آنزيمهاي خاك م
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هيچگونه اختلاف معني داري بين نمونه شاهد و آلوده . در ساقه گياه عدس Kmرسم منحني لينووير و بورك براي محاسبه سرعت ماكزيمم و  -5شكل

 .يده نشدو سرعت ماكزيمم د Kmبراي دو فاكتور 

آلودگي نفتي خاك بر روي فعاليت  تأثيردر اين مطالعه 
آلوده سازي . آنزيم آلكالن فسفاتاز مورد مطالعه قرار گرفت

نفت خام  درصد 5خاك به نفت خام نشان داد كه غلظت 
بر روي جوانه زني و رشد گياه مي  تأثيردر خاك بيشترين 

شد و جوانه نفت بر ر تأثيرمطالعات زيادي بر روي . گذارد
بعضي از مطالعات نشان داده . زني گياه انجام شده است
 10اند غلظتهاي بالاتر از  گرامينهاست كه گياهاني از نوع 

نفت خام را نيز در خاك تحمل نموده و رشد كنند  درصد
ولي . )12( با آنكه رشد آنها بسيار كند و بيمار گونه است

م بر روي گياه نفت خا تأثيرتاكنون هيچگونه گزارشي از 
به اين دليل در اين مطالعه . عدس اعلام نشده است

غلظتهاي مختلف نفت به خاك اضافه شد تا بهترين غلظتي 
مرفولوژيك بر روي گياه اعمال كند،  تأثيركه مي توانست 

درصد نفت  5و  3 ،1غلظتهاي  تأثيرمقايسه . مشاهده شود
كه  ترين غلظتي مناسب درصد 5نشان داد كه كه غلظت 

زيرا در . مي توان براي كارهاي آنزيمولوژي انتخاب نمود
اين غلظت مقدار جوانه زني، مقدار زيست توده، طول 

آلاينده قرار  تأثيربرگها و مقدار ريشه گياه به خوبي تحت 

مطالعات گذشته . دوشمي گرفته و تغيير در گياه مشاهده 
داد  كه بر روي فسكيو  و يونجه انجام شده است نيز نشان

روي رشد گياهان داشته ر ب تأثيرنفت  درصد 5كه غلظت 
  ). 15و 11(است 

بررسي تغييرات آنزيم آلكالن فسفاتاز در ريشه و ساقه گياه 
نشان داد كه فعاليت آنزيم در ريشه گياه شاهد و ريشه گياه 
آلوده با يكديگر تفاوت مشهود داشته و كينتيك آنزيمي 

نمونه آلوده  در Vmaxو  Kmنشان داد كه هر دو فاكتور 
در برخي از  .دهد با شاهد اختلاف معني داري را نشان مي

خاك آلوده به روغن موتور بر آنزيم سوپر  تأثيرمطالعات 
و  Kmاكسيد ديسموتاز و كاتالاز اندام هوايي تغيير در 

Vmax   3(آنزيمها را نسبت به كنترل نشان داد(.  

در ساقه گياه، تفاوت مطالعه فعاليت آنزيم در اين تحقيق 
معني داري را بين نمونه شاهد و نمونه آلوده نشان نداد و 

نيز  Vmax  و Kmهمچنين بررسي دو فاكتور كينتيكي 
 از نتايج فوق مي. تفاوت قابل ملاحظه اي را نشان نداد

طور پيشنهاد نمود كه چون ريشه گياه در ارتباط  توان اين
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يرات بيشتري را از ودگي در خاك است، تغيلمستقيم با آ
لحاظ مورفولوژي و آنزيمي نسبت به ساقه متحمل شده 

توان با مقايسه فعاليت آنزيم در ريشه  و همچنين مي. است
شاهد وكنترل پيشنهاد نمود كه يك ايزوآنزيم آلكالن 

فسفاتاز در نمونه آلوده نسبت به شاهد در گياه بيان شده 
شاهد نيز تفاوت  ن با نمونهآاست كه فاكتور هاي كينتيكي 
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Abstract 

The oil spillage has always been a source of contamination in the soil affecting the 
environment, the plant and animal life. The source of the contamination is usually due 
to faulty extraction of the oil from the earth, refining, processing and finally the 
transportation. The spillage of the crude oil can penetrate through the soil and get to the 
underground water and the farming lands and by doing so, damage the animals grass 
land and humans farming products. Lentil is a widely used crop in human's diet and so it 
makes it important to be investigated. In this study, the effect of the contaminated soil 
on the growth and germination of the lentil and the activity of alkaline phosphatase has 
been investigated. The results showed that the 5% concentration of oil in the soil 
delayed and decreased the number of germination and the biomass of the shoots and the 
roots, also decreasing the normal size of the leaves .Therefore 5% concentration of 
crude oil in the soil showed it is a suitable dose to study the effect of contamination on 
the enzyme. The results showed that the activity of the enzyme in the roots of the 
control was significantly different compared with that of the contaminated ones. 
Measurement of the enzyme kinetics for the determination of the Vmax and Km also 
showed a significant difference, suggesting that there may be an alkaline phasphatase 
isozyme presence in the roots, which is responsible for this difference observed between 
the contaminated and the control samples. 

Keywords: Enzyme, Plant, Contamination, Crude oil 

 


