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  چكيده

هـا  بر عليه سربازان در جنگ     اي است كه مكرراً    لكيله كننده آخردل گوگردي يكي از عوامل       :مقدمه
ات فراوان و گـاه صـدمات جبـراناين ماده خطرناك بوده و خسار     . مورد استفاده قرار گرفته است    

 ـزا تـاكنون اثـرات جهـش     . ناپذيري بر حيات موجودات زنده وارد آورده است         ـزا ي، سـرطان  ي ي وي
 ـزا امـا جهـش   . تراتوژنيك گاز خردل توسط بسياري از دانشمندان مورد تحقيق واقع شده است            يي

  .باشد  ناشناخته ميهاي آن در انسان تقريباً خردل گوگردي با متابوليت

هـاي آن، نمونـه ادرار زايـي گـاز خـردل و متابوليـت         جهت مطالعه اثرات جهـش     :روش بررسي 
وري گرديـد و بـا اسـتفاده ازآ  معجمجروحين شيميايي كه در معرض گاز خردل قرار گرفته بودند           

  . مورد مطالعه قرار گرفتFluctuation(FT) و  Amesهاي تست دوآزمون ميكروبي بنام

 ـ     ها را مي   ي نمونه يزا ن داد كه جهش    نتايج نشا  :ها  يافته كمـك سـالمونلا تيفـي هتوان با دقت بالا ب
تر  بسيار حساس FTهمچنين اين مطالعه اثبات نمود كه تست . اثبات نمودTA102موريوم تيپ 

ي موتاژن را نيز به نمايشيجز توان حضور مقادير بسيار  بوده و با كاربرد آن مي Amesاز تست
  .گذاشت

، آزمـون مقـاديرAmesزا، تسـت     كننده، جهش  گاز خردل، عوامل آلكيله    : ي كليد كلمات
  ي يجز
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  مقدمه 
. انـد  ها از تشكيلاتي بنام سلول بوجـود آمـده         تمام اورگانيسم 

هـــا دو   و پـــروتئين (DNA/RNA)اســـيدهاي نوكلئيـــك
همانندسـازي،  . ماكرومولكول بسيار پر اهميت هر سلول هسـتند       

  DNAالگوبرداري و تنظيم رونويسي اعمال بسيار ويژه مولكول
 در صورت هرگونه تغيير ناگهاني در بازها يا در ساختمان           .هستند

DNA   ابقاء شـود    آيد كه چنانچه تعمير نشده و       جهش بوجود مي
در موجود زنده  مشاهده  توان در حيات سلول و نهايتاً آثار آنرا مي

ي و تشعشعات از عواملي هسـتند       يهاي شيميا  موتاژن. ]1،2[ نمود  
در سيسـتم    يكي ايجاد كننـد و     تغييرات ژنت  DNAكه قادرند در    

. ]3-5 [ناپذيري داشته باشند  و بيان ژني آثار جبران DNAتعمير
هـا و   كرومـوزوم : شـوند  ها در دو سطح مطالعه مـي        جهش معمولاً

هـاي   هاي جنسـي و سـلول      هاي تك ژني در سلول     جهش. ها ژن
ــوماتيك بــ ـ ــورت هسـ ــب  صـ ــاي غالـ ،  (Dominant)هـ

  (Sex Linked) بـه جـنس   و يا وابسته (Recessive)نهفته
بـراي بررسـي مكانيسـم نحـوه ايجـاد          . ]6 [قابل بررسي هستند  

ها بدليل سادگي و كوچكي اندازه ژنوم خود         ها، پروكاريوت  جهش
  . ]7[شوند  ها ترجيح داده مي بر يوكاريوت

 و فلـزات از   (Intercalating agents)گـر  عوامل مداخله
 ـ     يزا زا و جهش   عوامل سرطان   از طريـق    DNAا  ي هسـتند كـه ب

باندهاي كووالانت يا غير آن تعامل ايجاد كرده و ماده ژنتيكي را            
عوامل آلكيله كننـده ماننـد گـاز خـردل و           . كنند ثر مي أاز خود مت  
كـه بـراي     گـري هسـتند    هاي آن نيز از عوامل مداخلـه       متابوليت

هـا بـه چنـد گـروه         خـردل . فعاليت خود به القاء كننده نياز دارنـد       
ــاز خــردل، ) 1: ندشــو تقســيم مــي ــي، ) 2گ ) 3خــردل نيتروژن

گاز  .]8 [سيكلو فسفاميد) 5خردل فنيل آلانين، ) 4كلروآمبوسيل، 
 و نقطـه    14رنگ، نقطه انجمادي برابر      خردل با حالت روغني، بي    

هـاي بـالا      با بويي شبيه پياز يا سير در غلظت        ċ217جوشي برابر   
و  بـدن  ها، خونريزي بيني، خستگي عمـومي  موجب خارش چشم

سرتاسر  هاي بزرگ و كوچك در     درد فراوان، خارش پوست، تاول    
مشـكلات  . شـود   ساعت از تماس فرد با آن مي       24بدن در طول    

سيســتم تنفســي، ورآمــدن پوســت همــراه بــا تــب در روز دوم و 
بالاخره مرگ بين روزهاي دوم تا هفته چهارم پـس از استنشـاق             

 كـه شـانس     ]10[هاي سفيد خـون       كاهش گلبول  ]9[گاز خردل   
 دهـد  گلو را افـزايش مـي      هاي ريه و   ابتلا به ذات الريه و سرطان     

 و افـــزايش تبـــادل مـــاده ژنتيكـــي بـــين كروماتيـــدهاي ]9[
 از ديگر علائم قابل توجه گاز خـردل  ]12،11[  (SCE)خواهري
گاز خردل در تشكيل باند كووالانـت بـين بازهـاي يـك             . هستند
دو رشته مختلـف يـك    و يا بين بازهاي  DNA يا RNAرشته

 و يا بـا آلكيلاسـيون بانـد فسـفو دي اسـتر      ]DNA  ]5مولكول
شــود   مــيDNA و  RNAهــاي موجــب شكســتن مولكــول

]14،12[.  
خير انداختن همانندسازي   أاز ديگر آثار مخرب گاز خردل به ت       

شود امـا    چرخه سلولي است كه موجب تراكم سلولي مي Sدر فاز
 ايـن مـاده هـيچ       ،باشـد  باز) زيواحد همانندسا ( چنانچه رپليكان 

گزارشـات متعـددي   . ]15،16[ نخواهد داشـت   DNAثيري برأت
دال بر افزايش شانس ابتلا به پنوموني در كـارگران كارخانجـات            

انگلسـتان وجـود    ي در اطراف ليورپوليتوليدكننده گازهاي شيميا 
هاي گلو و ريه را نيز بيش از جمعيـت           اين كارگران سرطان  . دارد

ي يهمچنين شانس ابتلاي سربازان آمريكا    . اند نشان داده معمولي  
انـد بـه سـرطان پـانكراس و      كه در معرض گاز خردل قرار گرفته      

ــه       ــتلا ب ــردل در اب ــاز خ ــازنده گ ــي س ــارگران ژاپن ــانس ك ش
هاي تنفسي بيشتر بـوده و آمـار مـرگ و ميـر در آنهـا                 ناهنجاري

 باشـد  ياند قابـل توجـه م ـ      بدليل اينكه در معرض گاز خردل بوده      
]17.[   

  روش بررسي
 نمونه ادرار از مصدوميني كه در معرض گاز خـردل قـرار             30
هاي  آوري گرديد، در بطري    جمع)  ميلي ليتر  200هر يك   (داشتند  

.  منتقـل گرديـد    -ċ20  دمـاي  استريل قرار گرفته و بلافاصله بـه      
ــون  ــال  Amesآزم ــالات س ــابق مق ــاي   مط  1983 و 1975ه

ي مـورد اسـتفاده قـرار       ياي باكتريـا  ه ـ  براي انجام تست   ]18،19[
اي از باكتري سالمونلا تيفـي موريـوم كـه فاقـد ژن              گونه. گرفت
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ايـن بـاكتري عـلاوه بـر        . هيستيدين طبيعي بود انتخاب گرديـد     
هاي ديگري داشت كه در      جهش در اوپران هيستيدين موتاسيون    

 كه rfaهاي مختلف كارآمد بود از جمله جهش  تعيين آثار موتاژن
حذف پلي سـاكاريدهاي سـطح سـلولي شـده و بـه ورود              موجب  

ي شبيه بنزوپيرن بداخل سـلول كمـك        يها رويه ماكرومولكول  بي
 كـه بـدليل تخريـب ژن كـد كننـده            UVrBكنـد و جهـش       مي

هـا بـالا    ، حساسيت سـلول را بـه موتـاژن    DNAسيستم تعمير 
 TA102  ،TA100  ،TA98  ،TA97aهـاي    بـاكتري . برد مي

مقـاوم بـه     (PKM101يد مقاومـت    كه همگـي حامـل پلاسـم      
 DNA بـا سيسـتم      TA102. بودند انتخاب شـدند   ) سيلين آمپي

 حامــل چنــدين كپــي از ســاير ايــن پلاســميدســالم عــلاوه بــر 
 و  G428 His ژن   داراي( PAQ1پلاسميدهاي مقاومت مثـل     
هـاي انتخـاب     همه باكتري . نيز بود ) ژن مقاومت به تتراسايكلين   

حضـور پـلاك يـا هالـه        (اس بـوده    شده به نور ماوراء بنفش حس     
 در ژنـوم    rfaو موتاسيون   ) اطراف رنگ موجود در آگار     روشن در 

 بـه   TA102هاي فـوق غيـر از        همه باكتري . آنها رخ داده است   
UV           حساس بوده و رشد يـا تقسـيمي در محـيط آگـار انتخـابي 

ي كه توسط آلومينيـوم فويـل پوشـيده شـده و         يندارند مگر در جا   
  . دهد رخ نمي در آنجا UVجذب 

  آزمون باكتري 

هاي آگار انتخابي مـورد      هر نمونه باكتري با استفاده از محيط      
نـوع كلنـي     آزمون قرار گرفت و هر بار در سطح محيط رشـد دو           

ي بـود كـه بطـور       يهـا  يك نوع كلنـي متعلـق بـه سـلول         . داشت
هاي ديگر   و تيپ كلني  ) 1جدول  (  خودبخودي جهش يافته بودند   

ي بود كه بخاطر حضور القاء كننده زنده مانده         ياه متعلق به سلول  
  .و تشكيل كلني داده بودند

    (S9 mix)تهيه عصاره جگر 

بــراي ايجــاد محيطــي مشــابه محــيط درون موجــود زنــده،  
  (Sprague Dolly) گرمي از نژاد اسپراگ دالـي 200هاي  رت

نخاعي شده، جگر بطور كامل خارج و به قطعات بسيار ريز خورد            
 10 بمدت  9000g پس قطعات جگر هموژن شده و درگرديد س

ــد  ــانتريفوژ گرديدن ــه س ــي  . دقيق ــول روئ  – ċ20در ) (S9محل
  . نگهداري شد

  كروماتوگرافي جذبي

(Absorption Chromatography)  
ــه  ــات نمون ــيظ تركيب ــازي و تغل ــاي ادرار، از  جهــت جداس ه

 مطابق تجارب   XAD-2كروماتوگرافي بر روي ستون امبرلايت      
، كلروفورم (M)، متانول (A)استون . ]20-22[  استفاده شدقبلي
(C)ــانول ــن ســري      حــلال (E) و ات ــاي انتخــابي در اي ه

ها عبـور    هر نمونه ادرار بطور مجزا از ستون      . كروماتوگرافي بودند 
هـا   اسـتخراج . داده شده و سپس با سه نوع حلال شستشو گرديد         

  . دسپس تغليظ گرديدن

  ها زائي نمونه آزمون جهش

 (Plate Incorporation test)   
 مخلـوطي از  ]23[ 1983سال در   Amesبر اساس تجارب 

ي يهمراه آگاررو  ه ب S9، باكتري و عصاره جگر    )عصاره ادرار (نمونه  
(Top agar)  روز در 2 روي محيط كشت انتخابي شد و بمدت 

ċ37اينكوبه گرديد و سپس هر پتري بطور مجزا مطالعه گرديد  .  

    (Fluctuation test, FT )ير جزئيآزمون مقاد

ي از آزمـون  ي ـزا هـاي جهـش   براي افزايش حساسيت تسـت     
زه باكتري، نمونه   كشت تا .  استفاده گرديد  ]FT ]24مقادير جزئي   

 به محـيط كشـت مـايع افـزوده، در           S9استخراج شده و مخلوط     
 روز اينكوبيشن، بررسي و 3اي توزيع و پس از     خانه 96هاي   پليت

  . مطالعه شدند

   شمارش موتانت هاي خود بخود  -1جدول 

  هاي موتانت  تعداد باكتري  باكتري 
TA98  
TA97a  
TA100 
TA102 

30 – 50  
90 – 180  
120 – 200  
240 – 320   
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نس
راوان

ف

نژاد 

   ها يافته
 كلروفــورم - و متــانول(A)هــاي اســتون  تمــامي اســتخراج

(M+C) 20نمونه ادرار مجروحين انتخاب و با TA100  تست 
 انجام گرفت، بجـز يـك نمونـه،     Amesكه آزمون زماني. شدند

فاقـد اسـتخراج    ( ها در مقايسه با كنترل منفـي         تمام ديگر نمونه  
ــش ) اريادر ــه جه ــيچ گون ــزا ه ــيي ــد  ي معن ــان ندادن   داري نش

)05/0p<( .كه زمانيTA98 براي انجام همان تست (Ames)  
ها استفاده گرديـد دريـافتيم كـه حساسـيت قابـل             و همان نمونه  

بـر  . هـا نـدارد    توجهي بـه نمـايش جهـش فـريم شـيفت نمونـه            
ي را در نشــان دادن ي حساســيت بســيار بــالا TA102عكــس
هـاي ادراري و تركيبـات اسـتخراجي آنهـا در            نـه ي نمو يزا جهش

ي ي ـزا اين سوش توانست جهـش . مقايسه با كنترل منفي بروز داد 
معني دارو تفاوت قابل ملاحظه آنرا بـين نمونـه ادراي دو گـروه              

  .)>001/0p(نشان دهد) مجروح(و بيمار ) شاهد(كنترل 

  TA102 و بـاكتري Amesهمچنين با اسـتفاده از تسـت   
ها و توانائي آنها در ايجاد جهش از نوع          ها در نمونه   ژنحضور موتا 

در زمـان  . اثبـات گرديـد   (Cross Linkage) كـراس لينـك  
 تعداد بيشـتري   TA102 و(FT)استفاده از تست مقادير جزئي 

 دار نشـان دادنـد     ي معنـي  ي ـزا هـاي مـورد آمـون جهـش        ازعصاره
)05/0p<( . لــذا، بــراي انجــام بــاقي آزمايشــات از تســتFT و 

 استفاده شد زيرا اين دو فاكتور براي TA102هاي باكتري  نمونه
هاي ادراري حتي    ين موتاژن در نمونه   ينشان دادن مقادير بسيار پا    

 روز آلــودگي بوســيله گــاز خــردل بهتــرين فرآينــد و 15پــس از 
   )2و1 و نمودار 2جدول (دادند  حساسيت را نشان مي

  گيري و نتيجهبحث 
خردل گوگردي يكي از عناصر خطرناكي است كـه بارهـا در            

ها عليه مردم نظامي و غيرنظامي مورد استفاده قرار گرفتـه            جنگ
ار قـوي بـر موجـودات       اين ماده آثار مخرب بيولوژيك بسي     . است

 ايـن مـاده      بـودن  ي و تراتـوژن   يزا ي، سرطان يزا جهش. زنده دارد 
در ايـن سـري آزمايشـات        .]25 [همواره مورد بحث بـوده اسـت      

هاي مختلف ادرار مصدومين به گاز خـردل بـا اسـتفاده از              عصاره
 (A)هاي استون    تمامي استخراج . هاي متفاوت تهيه گرديد    حلال

 نمونــه ادرار مجــروحين  20 (M+C) كلروفــورم -و متــانول
، بجز يـك نمونـه، در مقايسـه بـا      Ames و آزمون TA100با

زائـي   هـيچ گونـه جهـش     ) فاقـد عصـاره ادراري    ( كنترل منفـي    
 ـ )>05/0p (داري نشان ندادند   معني تـوان چنـين     عبـارتي مـي    ه ب

 

 30 تا 20(ي ادراري  مورد آزمون  اه هاي نمونه  توزيع فراواني نسبي استخراج-2نمودار 
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هاي مذكور موتاژن خاصـي كـه قـادر بـه            نتيجه گرفت در نمونه   
ها شود وجـود     ازي در ماده ژنتيكي باكتري    هاي ب  ايجاد جايگزيني 

و  Ames  براي انجـام  TA98همچنين با كاربرد .نداشته است
ها، حساسيت قابل توجهي در نمـايش جهـش فـريم     همين نمونه 
  .ها ديده نشد شيفت نمونه

TA102 ــالا ــيار بـ ــيت بسـ ــان دادن ي حساسـ ي را در نشـ
 در  هـاي ادراري و تركيبـات اسـتخراجي آنهـا          زائي نمونـه   جهش

زائـي   اين سوش توانست جهـش    . مقايسه با كنترل منفي بروز داد     
معني دارو تفاوت قابل ملاحظه آنرا بـين نمونـه ادراي دو گـروه              

نتـايج   .)>001/0p( نشان دهـد  ) مجروح(و بيمار   ) شاهد(كنترل  
از % 22يد آنست كه با توجه به اينكه تنها ؤاين سري از تجارب م    

آنهـا در تسـت   % 25 و  Amesتهاي مورد آزمون در تس ـ نمونه
FT  05/0(دهنـد    دار نشان مي   زائي معني   آثار جهشp<(   حضـور ،

ي مصـدوم   يكننده در ادرار مجروحين شـيميا      عناصر مستقيم عمل  
هـا از    كـه بـراي انجـام تسـت        زمـاني . گـردد  يد مـي  يأبه خردل ت  
 TA98هــاي ادراري و بــاكتري نشــانگر  هــاي نمونــه اســتخراج

استخراج اتـانول    5% ،(A)ستخراج استون   ا% 16استفاده گرديد،   
(E) ــانول     %20 و ــي از مت ــده تركيب ــتخراج ش ــات اس  -تركيب
 30 و   20در دوز   ( زائي مثبت نشان دادنـد        جهش (M+E)اتانول

ــر، نمــودار  درصــد همــين  90كــه حــدود  در حــالي) 1ميكروليت

 ميكروليتر در هر پليت با كاربرد بـاكتري         30ها با مقدار     استخراج
TA102     2نمودار(ي داشتند   يزا  جهشبعنوان نشانگر بيولوژيك .(

و اعمـال تسـت    TA102 فعاليت ژنتيكي كه پس از اسـتفاده از 
FT       مشاهده گرديد مربوط به وجود مقادير هيستيدين موجـود در 

فـاز جامـد     ( XAD-2هاي ادرار نبوده است زيرا رزين        استخراج
 در نتيجـه بـا      .باشـد  جاذب اين اسيد آمينـه نمـي      ) كروماتوگرافي
تــوان اذعــان داشــت كــه هيســتيدين موجــود در   قاطعيــت مــي

آنقـدر كـم    ) در صورت عبور از ستون    (هاي استخراج ادراري   نمونه
هـا   باكتري پذيري خودبخود  ثيري در نرخ برگشت   أبوده است كه ت   

بايد توجه داشت كه بعضـي داروهـاي مصـرفي يـا            . نداشته است 
واسطي كه از واكـنش آنهـا بـا         هاي آنها يا تركيبات حد       متابوليت

آيد، شرايط اقليمي، برنامه غـذائي،       ديگر تركيبات ادرار بدست مي    
هاي ورزشي قبلي، عادت به سيگار و سـاير          زمينه وراثتي، فعاليت  

هـاي آن    ثير گاز خردل يا متابوليت    أتوانسته بر ميزان ت    عوامل مي 
ه آوردهـاي ايـن مطالع ـ     امـا بهرحـال، دسـت     . اثرگذار بوده باشـد   

 بهترين سويه بـاكتري اسـت كـه         TA102كنند كه    پيشنهاد مي 
هاي ادراري مصدومين به     ها در نمونه   براي نمايش حضور موتاژن   

 بسـيار  FTگيري قرار گيرد و تست  تواند مورد بهره گاز خردل مي 
 بوده و قادر است حضور مقادير بسيار جزئي         Amesتر از    حساس

  . موتاژن را نيز تعيين نمايد
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Effects of Mustard gas and its metabolits 
Mutagenesis on victims of chemical 

weapons 

*Pour-Esmaeili F 

The two major threat classes of chemical weapons are mustard gas 
and the nerve agents. Mustard was used in World War I, and there 
is an extensive human database on it. The fact that mustard gas is 
a carcinogen and readily produces a variety of chronic or persistent 
effects was not fully appreciated until after the war and following 
extensive human occupational exposure prior to World War II. 
Many of the toxicologic studies and human toxicity estimates for 
both mustard agents were generated for the purpose of developing 
chemical agents that would quickly produce maximal casualties in 
the least sensitive male soldier. We must also consider the effects 
of chemical agents on civilian populations and the effects of 
prolonged exposures to relatively low doses. These materials have 
always been extremely potent and efficacious. Their toxicity has not 
changed, but our perception of it has. 
Mustard gas is one of alkylating agents which has been used 
against soldiers in wars. This hazardous agent has uncopensable 
effects on humanbeing and other organisms. Mutagenicity, 
carcinogenicity and teratogenic effects of this toxic gas has been 
investigated by many scientists, but still there remained unknown 
facts about mutagenic effects of sulfur mustard and its metabolites 
to be solved. 
In this study, to find an easy, quick and efficient test to indicate 
mutagenicity of sulfur mustard and its metabolites, 20 urine 
samples were collected from injoured patients who were exposed to 
mustard gas in Sardasht area. Samples were assayed for the 
presence of mutagens by Ames and Fluctuation tests using bacteria 
strains salmonella typhymurium TA98, TA100 and TA102. This 
study showed that salmonella typhymurium TA102 is the best strain 
to be used for detection of mutagens in urine samples of patients 
exposed tro mustard gas. It was clearly shown that fluctuation test 
was much more sensitive test than Ames test in detecting low 
doses of mutagen. 
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