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چکیده 
فلزات سنگین از جمله آلاینده​هاي پایدار و بادوام محیط زیست به شمار می​روند، چرا که مانند سایر آلاینده​هاي آلی از طریق واکنشهای شیمیایی یا فرایندهاي زیستی در طبیعت تجزیه نمی​شوند. برخی این فلزات در مقادیر کم به طور طبیعی براي بدن و محیط، لازم و ضروري می​باشند ولی در غلظت هاي بالاتر، که توسط فعالیتهاي انسانی به محیط وارد میگردد می​تواند خطرات زیست محیطی فراوانی را به بار آورند. جانداران هنگامی که در معرض یون​های فلزی هستند، مکانیزم​های دفاعی متفاوتی برای حفاظت خود در برابر اثرات منفی این یون​ها و ترکیباتشان دارند. متالوتیونین به عنوان یکی از این مکانیزم​های دفاعی در بدن موجودات زنده تولید می​شود. متالوتیونین وابسته به گروهی از پروتئین​ها می​باشد که در پاسخ به فلزات سنگین مثل مس در سلول​های مهره داران القا می​شود. اخیراً توجه ویژه روی نقشی که این پروتئین در متابولیسم فلزات و سمیت​زدایی از آن​ها بازی می​کند متمرکز شده است. در این تحقیق به بررسی نقش این پروتئین در آبزیان پرداخته شده است. 
کلمات کليدي: فلزات سنگین، متالوتیونین، سمیت زدایی، اکوسیستم آبی
1- مقدمه
مسئله آلودگی محیط زیست به علت افزایش روز افزون جمعیت، تولید مواد شیمیایی متنوع، گسترش صنایع مختلف به دلیل تهدید سلامت اکوسیستم​ها، موجودات زنده از جمله انسان، روز به روز اهمیت بیشتري پیدا می​کند. در بین اکوسیستم​هاي مختلف، اکوسیستم​هاي آبی به عنوان آخرین پذیرنده آلاینده​هاي مختلف و محل تجمع و ذخیره این مواد از اهمیت خاصی برخوردار است. به همین دلیل امروزه مطالعات سم​شناسی اکوسیستم​هاي آبی در اولویت قرار گرفته است. وجود عناصر سنگین، آلاینده​هاي آلی و همچنین تغییرات اکوسیستم و مداخله انسان در محیط، سال​هاست که مشکلات محیط زیستی زیادي را به وجود آورده است. این آلودگی​ها و تغییرات خصوصاً عناصر سنگین در نتیجه فعالیت​هاي صنعتی، کشاورزي، فاضلاب​های شهري و عوامل طبیعی وارد محیط می​شوند و ازطریق زنجیره​هاي غذایی وحیاتی در بدن موجودات تجمع می​یابند. اصطلاح فلزات سنگین معمولا به فلزاتی اطلاق می​گردد که داراي اثرات بیولوژیکی می​باشند. البته تعاریف بسیار متعددي بر مبناي دانسیته، جرم اتمی و سایر ویژگی​هاي شیمیایی و نیز سمیت برای فلزات سنگین ارائه گردیده است، اما تا کنون تعریف یکسان و واحدي به ان اختصاص نیافته است ]4 و 5 [.
فلزات کم مقدار مورد بحث در سم شناسی آبی، شامل عناصر ضروري نظیر مس، روي، منگنز و... و عناصر غیر ضروري مانند کادمیوم، سرب و جیوه می​باشد. قرار گرفتن در معرض مقادیر زیاد هرکدام از این دسته از  این فلزات می​تواند موجب بروز اثرات سمی گردد. این اثرات معمولا ناشی از اتصال غیر اختصاصی کاتیون​هاي فعال فلزي به درشت مولکول​هاي مهم زیستی است که منجر به تغییرات در عملکرد مولکول می​شود. تنظیم توزیع فلزات کم مقدار در بین درشت مولکول​هاي متفاوت براي حفظ خود تنظیمی فلز و عملکرد بهینه​ي سلول حائز اهمیت است ]4[. 
2- متالوتیونین​ها
متالوتیونین گروهی از پروتئین​ها با وزن مولکولی پایین (2 - 6 کیلو دالتون) می​باشد که غنی از اسید امینه سیستئین است و در پاسخ به یون​های فلزی دربدن جانداران سنتز می​شود و در بسیاری از جانوران، گیاهان عالی، یوکاریوت​ها و پروکاریوت​ها شناسایی شده است ]6[.
متالوتیونین (MT) که در سال 1957 توسط Margoshes  و Vallee از قشر کلیه​ی اسب جداسازی شد، در گروه پروتئین​های داخل سلولی قرار می​گیرد. عملکردهای بیولوژیکی متالوتیونین​ها شامل ذخیره، حمل و نقل یا تفکیک فلزات ضروری و سمیت​زدایی فلزات سمی می​باشد. با توجه به اهمیت سمیت​زداییMTs ، می​توان این پروتئین را به عنوان زیست نشانگر آلودگی فلزات سمی در محیط زیست در نظر گرفت ]7[. 
متالوتیونین ترکیب آمینو اسیدی غیر متعارفی دارد که شامل اسید امینه​های آروماتیک نمی​باشد و از آن مهمتر اینکه حدود یک سوم ترکیب آن شامل اسید امینه سیتئین می​باشد. تحقیقات اخیر در زمینه متالوتیونین روی نقشی که متالوتیونین در زمینه سم زدایی فلزات بازی می​کند متمرکز شده است. این پروتئین نقش مهمی را در برقراری تعادل حیاتی فلزات در بدن جانداران بازی می کند، به طوریکه بیان ژن متالوتیونین به آسانی توسط محرک های توکسیلولوژیک و یا فیزیولوژیک القاء می​شود. توالی آمینواسیدهای ژن متالوتیونین در بسیاری از پستانداران بیانگر این واقعیت است که متالوتیونین تقریباً در تمام آنها دارای 61  امینو اسید می باشد. بخشی از متالوتیونین که با فلزات باند می​شود شامل 20 اسید امینه سیستیین می باشد که در کنار اسید امینه های اصلی )لیزین و آرژنین ( به صورت دو سایت غنی از تیول مرتب شده اند ]8[.
خلاصه​ای از ویژگی​های متالوتیونین​ها عبارتند از ]1و 9[: 
· موقعیت سیتوسلی در سلول
· جرم مولکولی کم، 6000  تا 7000  دالتون از ترکیب اسیدهای آمینه و 15000 دالتون پس از عبور از ستون ژل کروماتوگرافی
· زنجیره منفرد پلی پپتیدي با ترکیب آمینواسید منحصر به فرد (سیستئین زیاد، 23 تا 33 درصد مولی و فاقد آمینواسیدهای آروماتیک و هیستیدین)
· پایداری حرارتی (60 درجه سانتیگراد به مدت 5 دقیقه)
· همولوژی توالی عالی که نشانگر یک ساختار اولیه است. 
3- مروری بر پژوهش​های انجام شده
حسن زاده در سال 1396، در پژوهشی به نقش متالوتیونین به عنوان بیومارکر فلزات سنگین در آبزیان پرداخت. نتایج پژوهش نشان داد که جذب فلزات عمدتا از سطح اندام​هاي بدن ماهیان نظیر آبشش، پوست و روده صورت می​گیرد. فلزات به دو صورت فعال یا غیر فعال جذب و منتقل می​شوند و انجام هر یک از دو مکانیسم بسته به کیفیت آب، رژیم غذایی، فعال بودن متابولیسم، مراحل رشد و تکامل، تماس قبلی ماهیان با این فلزات و تکرار تماس و مجاورت با فلزات متفاوت است. فلزات به طرق زیر از سلول​هاي غشاي آبشش، بافت پوششی روده و سایر سطوح نفوذ پذیر بدن حرکت می​کند:
الف – نفوذ گونه​هاي باردار از چربی
 ب – نفوذ کمپلکس​هاي فلز - لیگاند 

ج – انتقال توسط حامل
 د – انتشار یون​هاي آب پوشی شده توسط کانال​هاي یونی
 ه – پمپ​هاي تعویض یون

 و – اندوستیوزگونه​ها
 ز – کشیدن حلال با جریان به داخل محیط رقیق

فلزات پس از ورود به سیستم گردش خون نهایتا در اندام هاي بدن توزیع می شوند. میزان انتشار در اندام ها به عواملی نظیر نیاز غذایی بدن ماهی به عنصر مورد نظر، تمایل سیستم دفاعی به دفع فلز و تغییراتی که بر فلز وارد شده سلول ها رخ می دهد، بستگی دارد. از انجایی که بروز اثرات سمی ناشی از فلزات معمولا ناشی از اتصال غیر اختصاصی کاتیون هاي فعال فلز به درشت مولکول هاي مهم زیستی است، تنظیم توزیع فلز در بین درشت مولکولها به منظور حفظ خود تنظیمی و عملکرد بهینه سلول ها حائز اهمییت است. در سطح سلولی، متابولیسم شامل اتصال فلزات به لیگاندهاي القا شونده نظیر متالوتیونین و جدا شدن فلز در وزیکول هاي داراي غشا نظیر لیزوزوم هاي ثانوییه و ثالثه و توده هاي احاطه شده می باشد. این مکان هاي اتصال براي تنظیم دسترسی فلزات ضروري و غیر ضروري در درون سلول عمل می نمایند. الگوهاي خاص انباشتگی فلز در سلول به عواملی نظیر شیوه​ي در معرض قرارگیري، نوع بافت، گونه و مرحله چرخه​ي زندگی بستگی دارد ]1[.  
از گونه هاي ویژه اي از موجودات زنده می توان بعنوان پایشگر زیستی محیط هاي آبی استفاده نمود. این موجودات که به شاخص زیستی یا بیواندیکاتور معروفند توانایی تجمع آلاینده ها را در بافت هاي خود دارند به نحوي که این تجمع همبستگی با تغییرات آلاینده ها در محیط دارند، بنابراین غلظت فلزات تجمع یافته در یک پایشگر زیستی کسري از کل دسترسی زیستی یکپارچه آن فلز ناچیز براي آن موجود است. این موجودات می توانند به عنوان بیومانیتور یا پایشگر زیستی اکوسیستم استفاده شوند. امروزه موجودات بسیاري بعنوان بیواندیکاتور در محیط هاي دریایی بکار گرفته می شوند. خزه ها براي سنجش فلزات سنگین، قزل آلاي قاتل در نهرهاي کوهستانی براي ارزیابی دماي آب، قناري در معدن زغال سنگ براي ارزیابی میزان منوکسیدکربن و گاز متان و بسیاري موجودات دیگر که به عنوان بیواندیکاتور شناخته شده اند که براي تشخیص اثرات آشفتگی ها و استرس ها از آنها بهره گرفته می شود. از گیاهان آبزي نیز بعنوان بیواندیکاتور جهت تعیین کیفیت و پالایش اکوسیستم هاي آبی استفاده می شود ]1[.
متالوتیونین و پروتئینهاي شبیه به متالوتیونین از بسیاري از گونه هاي یوکاریوت جداسازي شده است. عملکردهاي بیولوژیکی متالوتیونین​ها شامل ذخیره، حمل و نقل یا تفکیک فلزات ضروري و سمیت زدایی فلزات سمی از طریق ایجاد چلات می باشد. اگرچه بین متالوپروتئین هاي گونه هاي مختلف، تفاوتهاي شیمیایی وجود دارد، اما به نظر می رسد بیشتر این پروتئین ها به عنوان سیستم هاي جداساز مهم فلزات همانند عملکرد در متالوتیونین پستانداران عمل می نمایند. بر اساس بررسی هاي فلزات در درون سلول، این متالوپروتئین ها نقش اساسی در هومئوستازي فلزات ضروري (مس و روي) و نیز فلزات غیر ضروري (کادمیم و جیوه) ایفا میکنند. متعاقب قرارگیري در معرض فلز سمی، تغییراتی در ترکیب MT مشاهده میشود. اختلال خود تنظیمی طبیعی فلزات ضروري در سطح مولکولی ممکن است در سمیت و یا بازسازي صدمه سلولی توسط این عوامل نقش داشته باشد. بنابراین جداسازي فلزات غیرضروري توسط متالوتیونین ممکن است بدون تاثیر بر خودتنظیمی متابولیک فلزات ضروري نباشد. اگرچه جداسازي فلزات غیرضروري توسط MT معمولاً سمیت زدایی محسوب می گردد، ولی ممکن است این موضوع همیشه مصداق نیابد ]1[.
هادیان و همکاران در سال 1395، به بررسی مولکولی ساختار ژن متالوتیونین در تاسماهی استرلیاد طی قرارگیری در معرض فلز مس پرداختند. برای این کار تعداد 72 عدد ماهی استرلیاد با میانگین وزنی 18 – 5/38 گرم، طی 14 روز در معرض غلظت زیر حد کشنده 75/8 میلی​گرم بر لیتر سولفات مس قرارگرفتند. نتایج به دست آمده در این بررسی منجر به شناسایی توالی نوکلیوتیدی و توالی اسید امینه​ای ژن متالوتیونین در ماهی استرلیاد برای نخستین بار در دنیا و ثبت آن گردید. همچنین نتایج به دست آمده نشان داد که ژن متالوتیونین درکبد ماهی​های استرلیاد در معرض مس قرار گرفته، نسبت به تیمار شاهد به میزان بیشتری است ]2[.
شریعتی و همکاران در پژوهشی در سال 1392، به بررسی فلزات سنگين و متالوتيونين در ماهي سفيد درياي خزر پرداختند. برای این کار 40 عدد ماهي سفيد از صيدگاه​هاي استان گيلان تهيه گرديد. پس از آماده​سازي نمونه​ها به روش استاندارد جهت اندازه​گيري متالوتيونين و فلزات، تعيين مقدار سرب و روي به روش ولتامتري عاري​سازي و مس و كادميم با استفاده از دستگاه جذب اتمي صورت گرفت. متالوتيونين به روش Viarengo اندازه​گيري شد. ضمنا مقادير جذب روزانه ((EDI و هفتگي ((EWI در بدن ماهی با فرض مصرف سرانه 18گرم در روز و 126 گرم در هفته ماهی محاسبه شد. محدوده​ي متالوتيونين اندازه​گيري شده در بافت​هاي کبد، کلیه و عضله ماهي سفيد درياي خزر در جدول 1 قابل مشاهده است.
جدول 1 مقدار متالوتيونين در سيتوسل بافت​هاي مختلف ماهي سفيد درياي خزر (میانگین ± انحراف معیار)
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آبزيان پس از قرارگرفتن در معرض آبهاي آلوده به مقادير مختلف فلزات، قادر به جذب آنها از محيط مي​باشند. فلزات از طريق پوست و آبشش و نيز از راه مواد غذايي و آب آلوده وارد بدن ماهي ميگردد. فلزات به اندامها و بافتهاي ماهيان انتقال يافته و به طور متفاوت در اندامها و بافتهاي مختلف تجمع مييابد. مقدار میانگین فلزات مس، روی و کادمیم اندازه​گيري شده در بافتهای کبد، کلیه و عضله ماهي سفيد درياي خزر در جدول 2 قابل مشاهده است.
جدول 2 مقدار ميانگين و محدوده فلزات مس، روي و كادميم در بافت​هاي ماهي سفيد درياي خزر (میانگین ± انحراف معیار)
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نتایج پژوهش شریعتی و همکاران نشان داد که: 
1. مقدار متالوتيونين در بافت كبد و كليه​ي ماهي سفيد بيشتر از بافت عضله مي​باشد و در كليه​ي بافت​ها، با سن و وزن ماهي ارتباط مستقيم دارد.
2. غلظت فلزات روي، مس و كادميم در بافت​هاي كبد و كليه​ی ماهي سفيد ايراني به مراتب بيشتر از بافت عضله بوده است. فلزات روي و مس در ماهي سفيد نيز در كبد و كليه بيشتر از عضله مشاهده شد، ولي مقدار كادميم در بافت كليه​ي ماهي سفيد بيشترين مقدار و پس از آن در عضله و كبد بود.
3. غلظت روي و مس در ماهي سفيد همواره در محدوده​ي مجاز مصرف براي انسان طبق استانداردهای FAO و WHO و اتحاديه اروپا (EC) بوده است ولي مقدار كادميم تنها در 6/25 درصد نمونه​ها از حد مجاز مصرف پيشنهادي توسط اتحاديه اروپا فراتر
بود.
4- نتيجه​گري
با توجه به اهمیت سمیت زدایی MTs می​توان این پروتئین ها را به عنوان زیست نشانگر آلودگی فلزات سمی در محیط زیست در نظر گرفت. از طرف دیگر مقایسه بین مقدار فلزات سنگین و MT اندازه​گیري شده نه تنها از جنبه هاي سم شناسی محیطی مفید است، بلکه از دیدگاه بیوشیمیایی نیز حائز اهمیت می باشد، زیرا امکان درك بهتر عملکردهاي  MTsدریک موجود زنده را فراهم می آورد. حدود 53 گونه​ي متفاوت از بی مهرگان آبزي که اکثر آنها جزء نرم تنان یا سخت پوستان هستند، پاسخ القاي MT را نشان دادند. بنابراین می​توان از آن​ها براي ارزیابی آلودگی در محیط دریایی استفاده نمود و آنها را به عنوان زیست نشانگر  بالقوه ي مواجهه با فلز در نرم تنان و ماهی ها معرفی کرد ]1[.
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