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 چکیده

هرهد جینه معدنی ا  طریق صیایع ه .شاهر ی به محیط  یست یکی ا  جدی ترین مشکلات  یست محیطی در  سابقه ه هدف:

.شنر به شمار می آید   یست پالایی تنسط با.تری ها یکی ا  راهکارهای میاسب ه عملی برای پا.سا ی آلاییده ها ا  محیط 

ه نیز بررسی بیان آن به میظنر پا.سا ی جینه  merAمحسنب می گردد   مطاشعه حاضر با هدف ساخت ه.تنر ننتر.یب حاهی رن 

 انجام گردید 

.لنن گردید  صحت  (+)pET21aا  رننم با.تری مقاهم به جینه جداسا ی ه در داخل ه.تنر بیانی  merAابتدا رن مناد ه رهش ها: 

به  pET21a(+)-merAه هضم آنزیمی منرد تایید قرار گرفت  ه.تنر ننتر.یب  PCRهمسانه سا ی رن منرد نظر ا  طریق ها.یش 

.لنن شد  برای مشاهده افزایش مقاهمت به جینه معدنی در با.تری تراریخته ه عملکردی  BL21سنیه اشریشیا .لی درهن با.تری 

 حاهی ه.تنر ننتر.یب به همراه BL21 سنیه اشریشیا .لی بندن آنزیم تنشیدی ا  ه.تنر ننتر.یب، میزان رشد با.تری های 

 ساعت اندا ه گیری شدند  24در محیط حاهی جینه معدنی در مدت  merAفاقد رن   BL21سنیهاشریشیا .لی  با.تری های

ساعت پس ا  ریختن جینه به شدت تحت  50حاهی ه.تنر بدهن رن هدف تا اشریشیا .لی نتایج نشان داد .ه رشد با.تری یافته ها: 

جینه نمی باشید  در حاشی .ه با.تری حاهی ه.تنر  ppm  02ه  52تاثیر محیط حاهی جینه قرار گرفته ه قادر به رشد در مقادیر 

پرهتئین های با.تری حاهی  SDS-PAGEدارای قابلیت رشد خنبی در محیط حاهی جینه بندند   pET21a(+)-merAننتر.یب 

ساعت اشقا با  52(، پس ا  kDa  20)با اندا ه  MerAه.تنر ننتر.یب بر رهی رل آ.ریل آمید نشان داد .ه بیشترین بیان پرهتئین 

IPTG  درجه سلیسینس به دست می آید  34یک میلی منلار در دمای 

در  MerAحاهی ه.تنر ننتر.یب، نشان دهیده عملکرد پرهتئین اشریشیا .لی در مجمنع تنانایی رشد با.تری های نتیجه گیری: 

با.تری های تراریزش شده می باشد  همچیین افزایش مقاهمت با.تری ننتر.یب به جینه معدنی منجند در محیط بیانگر این منضنع 

 است .ه می تنان آلاییده های فلزات سیگین در محیط  یست را با مدیریت میاسب ا  طریق ساخت ه.تنر ننتر.یب پا.سا ی نمند 

 ، ه.تنر ننتر.یب merA یست پالایی، جینه، رن هارگان .لیدی: 

 51دی ماه پذیرش برای چاپ:   51آبان ماه دریافت مقاشه: 

 م دمه     

 جینه یکی ا  فلزات سیگین سمی است .ه ا  طریق                                                    

آلاییده های صیعتی ه رسنبات آنها در ا.نسیستم، به طنر                                                    

هسیعی گسترش یافته است  سنخت های فسیلی یکی ا  میابع                                                    

بزر  آشندگی جینه در محیط  یست هستید  فاضلاب ها میشا                                                    

هسیع ده ننع جینه آشی ه  یرآشی مانید جینه عی ری، جینه                                                      

متیل .لرید ه دی متیل جینه می باشید  جینه به عینان یک                                                      

آلاییده  یست محیطی بزر ، جزه تن.سین های قابل تجمع                                                  
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( است .ه به مدت طنلانی                        Bioacc m  ati e to in یستی )       

(  تماس مزمن با                 5در محیط  یست پایدار باقی می ماند )                                  

تر.یبات جینه می تناند باع  بره  بیماری هایی مانید آشزایمر،                                                            

 پار.ییسنن، تداخل در سیستم تیاسلی، آسیب تیفسی،                                               

.لینی، اهتیسم ه مشکلات رفتاری                              -سیستم های ع بی مر.زی                    

(  ابزار فیزیکنشیمیایی پالایش جینه تبدیل یا دفع،                                                 0گردد )      

انجماد ه ت بیت، اد ام، شستن خا ، استخرا  اسید، عملیات                                                       

حرارتی، انجماد، رسنب، جذب، فیلتراسینن  شایی هستید  این                                                        

تکینشنری ها گران قیمت ه ناسا گار با محیط  یست می باشید                                                          

 ا  طرفی منجب تنشید حجم  یادی ا   یست تنده جینه                                                

 می شنند .ه به ننبه خند باع  ایجاد مشکلات دفع می گردد                                                     

یکی ا  تکییک های                  Bioremediation( (   یست پالایی )               3) 

مهیدسی  یستی مطمئن جهت پا.سا ی محیط های آشنده با                                                  

استفاده ا  میکرهب ها ه آنزیم های آن ها، گیاهان ه .رم های                                                          

خا.ی می باشد  این رهش به دشیل طبیعی بندن ه عدم تنشید                                                      

مناد سمی در مقایسه با سایر رهش های پالایش مقرهن به صرفه                                                        

است  همچیین یک راه حل پایدار ه دا می بنده .ه منجب                                                   

 (     1ه     2معدنی سا ی آلاییده ها در محیط  یست می شند )                                          

مقاهمت به جینه در برخی ا  با.تری های گرم م بت ه میفی                                                      

گزارش شده است  رن های مقاهمت به جینه در با.تری ها، در                                                       

 یک اپرهن بر رهی پلاسمید ه یا ترانس ن هن ها قرار                                                

 (  اپرهن مقاهمت به طی  ضعیفی ا  جینه                                      2دارند )       

 (narro - pectr m mer re i tance to inor anic merc ry   ) 

 (mer R T P A D E                             تیها در مقابل جینه  یرآشی ) 

 مقاهم می باشد  اپرهن مقاهم به طی  هسیع جینه                                             

 ( road- pectr m mer re i tance to or anomerc ria     ) 

 (mer R T P A G B D E                                    در مقابل هر ده ننع جینه  یرآشی ه )

 (     4ه     4آشی مقاهمت نشان می دهد )                        

، .د .ییده آنزیم مر.نریک رده.تا  است .ه یک                                            merAاپرهن       

آنزیم احیا.ییده جینه است  این پرهتئین سیتنپلاسمی نقش                                                     

را به           +2اصلی را در حذف جینه به عهده دارد  این آنزیم                                             
به شدت             (       5.ه سمیت .متری دارد، تبدیل می .ید )                                       

فرار است ه آ ادانه ا   شاهای بینشنریکی به خار  سلنل رانده                                                           

شده ه به اتمسفر با  می گردد  به این ترتیب با.تری ها قادر به                                                             

(  اهشین          52حذف این فلز سمی ا  محیط اطراف خند هستید )                                         

مطاشعه بر رهی مقاهمت با.تری ها نسبت به جینه در                                                

جدا شده           re                 ( )     استافیلن.ن.نس اهر نس                    

 (     55( انجام شد )            Mooreا  نمننه های .لیییکی به هسیله منر )                                   

پس ا  آن تحقیقات گسترده ای در منرد با.تری های مقاهم به                                                        

( ه     orn جینه ه تنانایی حذف جینه صنرت گرفت  هنرن )                                         

برای اهشین بار نشان دادند .ه با.تری                                       5552همکاران در سال                

های مقاهم به جینه قادر به حذف این فلز سمی ا  پساب                                                   

 (       50.ارخانجات می باشید )                    

 ا         +2با اندا ه گیری میزان حذف                            5544در سال        

فلاسک های حاهی با.تری های مقاهم به جینه، مکانیسم                                                 

 (  رای        53مقاهمت در برابر جینه منرد بررسی قرارگرفت )                                          

 (Ray                    ه همکاران در سال )تنانایی حذف جینه                  5545 

                  ا تنبا.تر         تنسط با.تری های خا   ی ت بیت .ییده ا ت                                        

 (A        er     ه )         بایرییکیا     ( e  er                          را بررسی .ردند ))

 (     52درصد ا  جینه بندند )                      43این با.تری ها قادر به حذف                           

با به .ار             5553( ه همکاران در سال                    ri chm t فریشمنت )         

بردن با.تری های مقاهم به جینه در را.تنرهای  یستی در مدت                                                         

  40هفته مشاهده نمندند .ه این با.تری ها قادر به حذف                                                   4تا      2

 (       51  جینه ا  پساب .ارخانجات می باشید )                                   55تا    

  اشریشیا .لی           در ایران با.تری های مقاهم به جینه مختلفی مانید                                                

(،    err     m r e  e  e )     سراشیا مارسه سیس                (            ) 

(    p          )     باسیلنس       ( ه      e   m      p  )     سندهمنناس         

 را ا  رسنبات ه آب رهدخانه .ر جداسا ی ه شیاسایی نمندند                                                       

(  مطاشعه حاضر مقدمه ای بر  یست پالایی جینه ا  طریق                                                    52) 

رهش های مختلفی مانید میکرهب  پالایی با تنشید با.تری های                                                        

ننتر.یب با  رفیت بالای حذف جینه، تنشید بینسیسنرها ه                                                    

طراحی بینرا.تنرها بر پایه با.تری ه یا آنزیم جهت پا.سا ی                                                         

 جینه معدنی ا  میاطق آشنده می باشد                                     

برای ت بیت پرهتئین بر رهی بستر بینرا.تنر، نیا  به خاش                                                         

ه بهییه سا ی فعاشیت آنزیم در شرایط                                       MerAسا ی پرهتئین            

خار  ا  سلنل می باشد  هدف ا  این مطاشعه ساخت ه.تنر                                                    



 حمیده با ی سفیدان ه همکاران   pET 21a(+)-merA یست پالایی جینه معدنی ا  طریق ساخت ه.تنر ننتر.یب   5352ها، سال دهم، شماره اهل بهار  دنیای میکرهب 

 

8 

ه نیز بررسی بیان آن جهت پا.سا ی                                   merAننتر.یب حاهی رن                 

 جینه بند          

 مواد و رو  ها             

  .رلربرسریرلا      در ابتدا با.تری                 :     merAاش ( جداسا ی ه تک یر رن                         

  ه   IBRC D1    M( سنیه        e   e      e m    e  )       نمننیه      

 ا  مر.ز ملی ذخایرر رنرتریرکری ه  یسرتری                                    merAحاهی رن         

 ایران تهیه گردید  به میظنر استخررا  پرلارسرمریرد ا  رهش                                                  

(   Birn oim( ه بریرربرن ریرم )              Do yپیشیهاد شده تنسط داشی )                       

 (  برره مرریررظررنر تررکرر رریررر                   54اسررتررفرراده گررردیررد )               

 ( برا      PCRها.ریرش  نرجریرره ای پرلری مررا  )                          ،   merAرن    

 GCG GAT CCTC-  اسررتررفرراده ا  پرررایررمرررهررای                    

CGGCGCAGCACGAAAGCT-  :    merA-R-  m     ه 

 TGCG CTAGCATGACCACCCT GAAAATCAC-  ه 

CGGG-    merA - -  e                                  ه بر اساس تناشی های منجرند در.

با استفاده ا  نررم                     2.1    1  با شماره دستیابی                    CBI سایت      

 (       55ه     54طراحی شده  بند، انجام گرفت )                              ector  TI افزار       

 بره مریرظرنر            e I  ه       m  تناشی آنزیم هرای بررشری                      

       همسانه سا ی رن تک یر شده به درهن ه.رترنر در ابرتردای                                                  

 پرایمرها در نظر گرفته شد                          

برا رهش          ) (      ه ه.تنر           merAبررسی صحت رن              ب(    

 هضم آنزیمی:           
تک یر یافته، با                   D Aقطعات       :     merA برش آنزیمی رن                 -5

.ه در ساختار                    m  ه      e  استفاده ا  سایت های برشی                          

پرایمرها طراحی شده بندند ه دارای ده انتهای چسبیده برای هر                                                           

ده آنزیم می باشید، برش یافت  ها.یش هضم تنسط آنزیم های                                                       

 میکرهشیتر در دمای                   12برشی به صنرت جداگانه در حجم                             

   C    34                                                انجام شد ه مح نل هضم شده بر رهی رل آگاره  با

 (   02درصد بارگذاری شد )                    5(   LMPنقطه ذهب پایین )                

با تنجه به برش رن                   :      )+pET21)aبرش آنزیمی ه.تنر بیانی                        -0

merA       ه.تنر ،pET21a(+)                              پس ا  همسانه سا ی در داخل

مایع به همراه                 LBه .شت در محیط               اشریشیا .لی             با.تری        

با.تری تک یر شد  به میظنر همسانه سا ی رن هدف، ابتدا ه.تنر                                                           

منرد نظر با رهش های استخرا  پلاسمید ا  با.تری استخرا  ه                                                        

خاش  سا ی گردید  در مرحله بعد به هسیله آنزیم های یاد                                                      

شده ه.تنر نیز برش داده شد  با تنجه به اییکه ه.تنر منرد نظر                                                            

حاشت حلقنی دارد، پس ا  ها.یش هضم با ده آنزیم برشی                                                   

  e     m       (        52                                  به حاشت خطی در آمد ه بر رهی رل )

LMP                                                  اشکترهفنر  شد  به میظنر همسانه سا ی رن هدف ا

جفت با ، خاش  سا ی                      1222رهی رل باندی به طنل تقریبی                            

ناننگرمmerA     (022             ،)گردید  اجزای ها.یش هضم شامل رن                                

 میکرهشیترB   er Tan o1       (1               ،)ناننگرم(،             022ه.تنر )       

ه آب مقطر               he   Bam ا  هر .دام ا  آنزیم های برشی                                1 

 میکرهشیتر( بند .ه به صنرت هضم دهگانه                                        51استریل )        

 (     02ساعت برش داده شدند )                      52به مدت            C    34 در دمای         

  :  ) (      ه.تنربیانی          در      merAرن      A   ( همسانه سا ی                
میکرهشیتر ا  مح نل لایگیشن به ا ای هر بار                                            52مقدار       

مستعد شده              Top1سنیه        اشریشیا .لی           تراریزش، به سلنل های                      

میلی منلار( با .مک شن  حرارتی میتقل                                      41با .لرید .لسیم )                

(  نتیجه نشان دهیده رشد تعدادی .لیی بر رهی محیط                                                 05شد )    

میکرهگرم در میلی شیتر( بند                                522گزییشی حاهی آم ی سیلین )                        

ا  رهی          (+)pET21aه ه.تنر         merAپس ا  هضم آنزیمی، رن                      

D A (112-  2 1رل آگاره  جداسا ی ه با استفاده ا  .یت                                       

Com o GP) TME pin      شر.تGeneA                      خاش  سا ی انجام

ه ه.تنر           merAگردید  اجزای ها.یش لایگیشن بین رن                                  

pET21a(+)             شامل رنmerA   (n      322        ه.تنر ،)pET21a(+) 

 (n        522        آنزیم ،)T  D A Li a e            )یک هاحد(   ،T  D A 

Li a e B   er (1  )     (0                               ه آب مقطر استریل )میکرهشیتر 

 ساعت در دمای                54تا      2میکرهشیتر( بند  ها.یش به مدت                                3) 

(  شکل سا ه ننتر.یب                     02درجه سلیسینس انجام شد )                         51

pET21a(+)-merA                           با استفاده ا  نرم افزارSnapGene           ترسیم

میکرهشیتر ا  مح نل لایگیشن به                                52(  مقدار          5گردید )شکل            

میکرهشیتر سلنل های مستعد                            12ا ای هر بار تراریزش، به                         

ا  طریق شن                   T P1سنیه        اشریشیا .لی           با.تری های            

 (     05حرارتی تراریزش شدند )                     

 به                 -merAد( تایید ساخت ه.تنر ننتر.یب                             
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 هضم آنزیمی ه تناشی یابی:                        ،      رهش های         
ها.یش  نجیره ای پلی مرا  بر رهی .لیی های ننتر.یب:                                                     -5

 ذره ای ا  .لیی های جدید با استفاده ا  خلال دندان                                                 

اشگن به سایر مناد مح نل ها.یش                                 D Aاستریل، به عینان                  

PCR                                 اضافه شدند ه اشکترهفنر  مح نلPCR            حاصل ا 

 .لیی های ننتر.یب انجام شد                           

ها.یش  نجیره ای پلی مرا  بر رهی پلاسمیدهای استخرا                                                      -0
پلاسمید تمام .لیی های مشاهده شده حاصل                                      شده ا  .لیی ها:                 

( شدند ه ها.یش  نجیره ای                          54ا  ها.یش لایگیشن استخرا  )                         

بر رهی          merAپلی مرا  به .مک آ ا گرهای اخت اصی رن                                      

 (   55پلاسمیدهای استخرا  شده ا  .لیی ها صنرت گرفت )                                            

ها.یش هضم بر رهی پلاسمیدهای ننتر.یب استخرا  شده:                                                   -3

 برای اطمییان .امل ا  تایید حضنر پلاسمید ننتر.یب                                                

در .لیی های حاصل ا  ها.یش لایگیشن، ا                                         merAحاهی رن         

رهش هضم آنزیمی استفاده گردید  پلاسمیدهایی .ه هجند رن                                                     

در آن ها ا  طریق ها.یش  نجیره ای پلی مرا  با آ ا گرهای                                                        

  تایید شده بند، تنسط آنزیم های برشی                                    merAاخت اصی رن            

  m I     ه  e                  برش داده شدند 

 برای بررسی تناشی رن                     تناشی یابی رن .لنن شده:                           -2

پلاسمید ننتر.یب                    D Aنمننه         3همسانه سا ی شده،                  

pET21a(+)-merA                                      تایید شده، جهت تعیین تناشی به شر.ت

ما.رهرن .ره جینبی ارسال گردید  تناشی های ثبت شده در                                                     

 CBI           برای رنmerA                    با نتایج            2.1    1  با شماره دستیابی

ه     BLASTحاصل ا  تناشی یابی، با استفاده ا  ده نرم افزار                                                

M  tia i n                                                مقایسه گردیدند  نتیجه حاصل ا  تناشی یابی صحت

ه تطابق .امل تناشی هر سه نمننه پلاسمید ارسال شده را با                                                       

 نشان داد            merAبرای رن           CBI نمننه ثبت شده در                  

ه( انتقال پلاسمید ننتر.یب به با.تری اشریشیا .لی سنیه                                                       

پس ا  تایید پلاسمیدهای ننتر.یب، این پلاسمیدها به                                                :         

به رهش شن  حرارتی                     BL21سنیه      اشریشیا .لی             با.تری        

 جامد حاهی آم ی سیلین                        LBتراریزش شدند ه در محیط                        

 (   m     522          شت شدند. ).                           یک ره  بعد با یکی ا  تک 

 .لیی های رشد .رده .شت خطی تهیه گردید                                        

با.تری            :   A -   به رهش          merAه( بررسی بیان رن                  

مایع حاهی آم ی سیلین                          LBمیلی شیتر محیط                  1ننتر.یب در            

درجه        34.شت داده شد ه به مدت یک شبانه ره  در دمای                                           

 درهن انکنباتنر قرار گرفت                              rpm 542 سلیسینس با سرعت               

 میلی شیتر ا  .شت با.تریایی، به فلاسک                                       3در مرحله بعد،               

مایع حاهی              LBمیلی شیتر محیط                022میلی شیتری حاهی                   122

(، میتقل شد  فلاسک در                      m     522   آنتی بینتیک آم ی سیلین )                        

شیک داده شد ه پس ا  رسیدن                             rpm     542انکنباتنر با سرعت                 

میلی شیتر ا  آن به                      02، میزان         D         4 2    ترا.م با.تری به               

با  لظت           IPTGعینان نمننه شاهد پیش ا  اشقا برداشته شد                                           

نهایی یک میلی منلار به فلاسک اضافه ه برای بررسی بیان در                                                       

ساعات صفر، دها ده ه شانزده ساعت نمننه برداری صنرت                                                   

گرفت  در .یار این تیمارها، اشقای .یترل میفی )با.تری حاهی                                                          

پلاسمید فاقد رن هدف( با شرایط یاد شده آماده گردید  تمامی                                                         

-SDSنمننه ها پس ا  اتمام مدت اشقا برای بارگذاری در                                                

PAGE              ( 00آماده شدند     ) 

 ( با ه ن منشکنشی                  BSAپرهتئین آشبنمین سرم گاهی )                          

 .یلنداشتنن به عینان مار.ر در .یار نمننه ها بارگذاری شد                                                            22

 ( بررسی عملکرد با.تری های دارای ه.تنر ننتر.یب در                                                   
برای مشاهده افزایش مقاهمت به                                محیط حاهی جینه معدنی:                     

  MerAجینه در با.تری های تراریخته ه عملکردی بندن آنزیم                                                  

اشریشیا         تنشیدی ا  ه.تنر ننتر.یب، میزان رشد با.تری های                                               

اشریشیا           حاهی ه.تنر ننتر.یب، با.تری های                                BL21سنیه        .لی   

 در حاشت خطی  merAه.تنر ننتر.یب تهیه شده حاهی رن  : 5شکل 
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در  مان های مختل  در                        merAفاقد رن           BL21سنیه      .لی     

محیط حاهی جینه اندا ه گیری ه به صنرت نمندار رسم                                                 

حاهی ه.تنر بدهن رن هدف                          اشریشیا .لی           گردید  با.تری های                   

پس      (+)merA-PET21aه با.تری های تراریزش شده با ه.تنر                                   

 به چهار فلاسک میتقل شدند                             D       3 2ا  رسیدن به             

  52،     1در تیمارهای مستقل به هر یک ا  نمننه ها مقادیر جینه                                                    

اضافه شده ه به همراه یک تیمار شاهد بدهن جینه                                                ppm    02ه   

در دمای درجه سلیسینس قرار داده                                  34در انکنباتنر شیکردار                      

با.تری ها پس ا  گذشت مدت  مان                                 D    (  میزان          03شدند )      

 ساعت در ده تکرار اندا ه گیری گردید                                      24ه     02،   50،   4،   2،   0

 یا ته ها        

، باند        PCRدر این مطاشعه مح نل                     :     merA اش ( تک یر رن               

جفت با ی را بر رهی رل اشکترهفنر  نشان داد .ه با                                                   5242

 (     0مطابقت داشت )شکل                    merAاندا ه منرد انتظار برای رن                            

ها.یش هضم در حضنر آنزیم                           merAبرای تایید تک یر رن                     

   R1                                           انجام شد  با تنجه به تناشی های منجند در CBI  

سایت برشی آنزیم تقریبا در اهاسط رن قرار دارد ه بعد ا                                                        

جفت با  ایجاد می                    223ه     5203ها.یش هضم ده قطعه با طنل                          

درصد بیانگر               5.ید  مشاهده این ده قطعه بر رهی رل آگاره                                           

   (   3می باشد )شکل                PCRدر مح نل            merAتایید تک یر رن                
با آنزیم های                (+)pET21aه ه.تنر           merAدر گام بعدی، رن                 

  m I     ه  eI                                       برش داده شدند  مح نل هضم شده بر رهی

با اندا ه             merAرل آگاره  بارگذاری شد ه باند مربن  به رن                                          

با طنل تقریبی                 (+)pET21aجفت با  ه باند مربن  به                           5242

 ا  رهی رل             merAجفت با ، برای همسانه سا ی رن                                1222

(  س س قطعات              2جداسا ی ه خاش  سا ی شدند )شکل                               

ا  رهی           (+)pET21aه ه.تنر         merAحاصل ا  جداسا ی رن                    

میکرهشیتر ا  مح نل خاش  سا ی جهت                                    3رل، به میزان              

مقایسه  لظت مح نل ه تعیین نسبت رن به ه.تنر در ها.یش                                                     

 (   1  بارگذاری شدند )شکل                      5شیگیشن، بر رهی رل آگار                          

             :در ه.تنر            merAب( همسانه سا ی رن                   

 در دمای         (+)pET 21aه ه.تنر         merAها.یش ات ال بین رن                    

   C  51            ساعت انجام شد                 2ه به مدت 

به      :     merA-          ( بررسی تشکیل ه.تنر ننتر.یب                              

  merAمیظنر تا ید .لیی های ننتر.یب ه حضنر رن                                        

بر      PCRبر رهی .لیی های ننتر.یب، ها.یش                                   PCRها.یش     

رهی پلاسمیدهای استخرا  شده ا  .لیی های ننتر.یب، هضم                                                    

 برر  merAبا آ ا گرهای اخت اصی رن  PCRاشکترهفنر  مح نل  :  0شکل 

( 0ه  5، ستنن هرای     5( مار.ر M   .لبسیلا نمننیه ه.تنر D Aرهی 

 (، merAجفت با ی حاصل ا  ترکر ریرر رن  5242تکرارهای مستقل )باند 

C-یترل میفی. ). 

( RI   M   با آنزیرم  merAاشکترهفنر  حاصل ها.یش هضم رن :  3شکل 

جفت با   223ه  5203( ده باند منرد انتظار به اندا ه 5، ستنن 5     مار.ر

  PCRدر مح نل  merAتایید .ییده حضنر رن 

 ه  merAرن  D Aاشکتررهفرنر  مرحر رنل هضرم بررای :  2شکل 

برر رهی رل    m  ه   e  تنسط آنزیم های برشی  (+)pET21aه.تنر 

LMP 5  درصد 
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آنزیمی ه تناشی یابی صنرت گرفت  با اشکترهفنر  مح نل                                                    

PCR                                          عدد ا           0حاصل ا  .لیی های ننتر.یب، مشاهده شد .ه

  5224باند تقریبی               54تا      5.لیی های مربن  به چاهک های                            

 (     2را نشان دادند )شکل                      merAجفت با ی مربن  به رن                      

این امر نشان دهیده صحت انجام همسانه سا ی است  با                                                  

حاصل ا  پلاسمید استخرا                           PCRاشکترهفنر  مح نل ها.یش                        

 عدد ا  پلاسمیدهای مربن  به                             3شده، مشاهده شد .ه                   

جفت با ی مربن  به رن                        5224باند تقریبی               4ه     2،   3.لیی های          

merA                                            را نشان دادند  این امر نشان ا  صحت انجام 

 (     4همسانه سا ی داشت )شکل                       

با آ ا گرهای                PCRپلاسمیدهای ننتر.یب .ه در ها.یش                               

هجند رن هدف در آن ها تایید شده بند،                                       merAاخت اصی رن            

برش داده شدند                    e  ه       m  تنسط آنزیم های برشی                     

س س با بارگذاری مح نل هضم در رل آگاره ، همان طنر .ه                                                     

جفت با            5224انتظار می رفت ده قطعه به اندا ه تقریبی                                        

جفت با  مربن                  1223ه قطعه دیگر به اندا ه                         merAمربن  به          

به ه.تنر مشاهده شد  با تنجه به تشکیل ده قطعه پیش بییی                                                       

 (       4شده ا  برش آنزیمی، پلاسمید ننتر.یب تایید گردید )شکل                                                    

  merAنتایج مقایسه تناشی های پلاسمیدهای ننتر.یب با رن                                                

در  شده در              merA، درستی ه مطابقت .امل                       CBI منجند در          

تایید .رد  این                  CBI منجند در            merAپلاسمید را با تناشی رن                       

pET21aامر بیانگر همسانه سا ی صحی  رن در ه.تنر بیانی                                               

 اشکترهفنر  مح نل خاش  سا ی قطعات رن ه ه.تنر :  1شکل 

( مح نل 5، ستنن 5     ( مار.رLMP   Mجداسا ی شده ا  رهی رل 

( مح نل خاش  سا ی شده 0، ستنن merAخاش  سا ی شده رن 

   (+)pET21aه.تنر

بر رهی .لیی های با.تری   PCRاشکترهفنر  مح نل ها.یش  :2شکل 

M1( مار.ر    ،C- 5224مشاهده باند   (5ه   4( .یترل میفی، ستنن های 

تا ا  .لیی های با.تری حاهی ه.تنر  0جفت با ی نشان می دهد .ه 

 ننتر.یب هستید  

بر رهی پلاسمیدهای استخرا  شرده ا   PCRاشکترهفنر  مح نل  : 4شکل 

( -C،   5 ( مار.رM.لیی های رشد یافته در محیط گزییشی .انامایسین دار  

جفرت برا ی نشران    5224( مشاهده باند 4ه  2، 3.یترل میفی، ستنن های 

 می دهد .ه .لیی های با.تری حاهی ه.تنر ننتر.یب هستید 

-(+)pET21a.لیی ننتر.یب  3اشکترهفنر  مح نل برش پلاسمید  :  4شکل 

merA   با آنزیم های برشی  m    ه  e      M5، ستنن های   5( مار.ر ،

 merA جفت با ی حاصل ا  تک یر رن  5224( قطعات 1ه  3
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 (   5مری باشرد )شکرل                     (+)

د( اندا ه گیری میزان رشد با.تری ها در محیط حاهی جینه                                                      

نتایج حاصل بیانگر این است .ه رشد با.تری های                                             معدنی:        

ساعت پس ا               50تا        merAحاهی ه.تنر فاقد رن                    اشریشیا .لی             

ریختن جینه به شدت تحت تاثیر محیط حاهی جینه قرار گرفته                                                       

جینه نمی باشید                      ppm    02ه     52ه حتی قادر به رشد در مقادیر                             

  pET21a(+)-merAا  طرفی با.تری های حاهی ه.تنر ننتر.یب                                       

دارای قابلیت رشد در محیط حاهی جینه بندند  با این حال با                                                         

افزایش میزان جینه به محیط، رشد با.تری ها نسبت به نمننه                                                        

شاهد به هی ه در ساعات اهشیه .اهش یافت  بیابراین نتایج                                                       

حاهی ه.تنر فاقد رن                    اشریشیا .لی             تنانایی رشد با.تری های                        

اشریشیا         هدف ه تراریخته نشان دهیده عدم مقاهمت با.تری های                                                 

 در      MerAبدهن ه.تنر ننتر.یب ه عملکرد پرهتئین                                     .لی     

با.تری های تراریخته ه افزایش مقاهمت آن ها به جینه منجند                                                         

 در محیط می باشد                 

بررسی بیان            :       A -    به رهش          merAه( بررسی بیان رن                  

پرهتئین رن هدف بر رهی رل آ.ریل آمید، نشان داد .ه پرهتئین                                                          

MerA                  یلنداشتنن .می پایین تر ا                               20با ه ن منشکنشی.BSA  

در با.تری              (+)pET21aقرار می گیرد  با تنجه به این .ه ه.تنر                                     

یک ه.تنر نشتی است، ا  این ره                                BL21    سنیه    اشریشیا .لی             

نیز  می تناند منجب بیان ضعی  پرهتئین                                        IPTGبدهن اشقا با              

منرد نظر شند  بیابراین این مساشه می تناند تنجیه .ییده باند                                                            

در نمننه پیش ا  اشقا باشد  اما در نمننه                                           MerAضعی  مربن  به               

.یترل میفی)با.تری حاهی پلاسمید فاقد رن هدف(، باند مربنطه                                                         

 (   52مشاهده نشد )شکل                 

  رنر  قررمرز ترمرام CBI منجند در  MerAحاصل ا  ه.تنر همسانه سا ی شده با تناشی پرهتئین  MerAهم ترا ی تناشی آمییناسیدی پرهتئین : 5شکل 

مرنجرند  MerAحاصل ا  ه.تنرهمسانه سا ی شده با تناشی پرهتئین  MerAآمییناسیدهای تناشی منرد تنافق، بیانگر شباهت .امل تناشی آمییناسیدی پرهتئین 

 می باشد  CBI در 

( -Cدرصرد   1 50پرهتئین رهی رل آ.ریل آمید  SDS-PAGE: 52شکل 

.یترل میفی مربن  به اشقای با.تری حاهی ه.تنر بدهن رن هدف، سرترنن 

.یلن داشرترنن،  20با اندا ه  MerA( باند مربن  به بیشترین بیان پرهتئین 5

( مدت اشقای 0درجه سلیسینس، ستنن  34ساعت  ه با دمای  52در  مان 

( نمننه پیرش ا  اشرقرا   3درجه سلیسینس، ستنن  34ساعت در دمای  50

 می باشد 
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 بح    

جینه به دشیل اثرات مضری .ه بر شکل  ندگی انسان ه                                                 

منجندات دیگر دارد یک تهدید جهانی به شمار می رهد                                                   

اگرچه جینه یک عی ر طبیعی است ه در سراسر جهان هجند                                                   

دارد، اما فعاشیت های انسانی به هی ه استخرا  معادن ه                                                     

سن اندن سنخت های فسیلی هرهد جینه به درهن محیط                                               

 یست را افزایش داده است  بیشترین انتشار جینه به درهن                                                      

ر  داد ه با انقلاب صیعتی بر                              5422محیط  یست ا  سال                  

اساس سنختن   ال سی ، سی  معدن فلزی، ذهب ه                                           

 (       2استخرا  معادن طلا مرتبط است )                            

گزارش های  یادی ا  با.تری های مقاهم به جینه با قابلیت                                                       

جذب  یستی جینه هجند دارد  بسیاری ا  گننه های                                              

در      باسیلنس       ( ه     LAB، با.تری های اسید لا.تیک )                         سندهمنناس         

 شرایط  یست محیطی برای جذب جینه گزارش شده است                                              

 (02-03       ) 

( ه همکاران مکانیسم جدید دیگری برای حذف                                         I aعیسی )      

(  این        04جینه با .اربرد باشقنه  یست پالایی گزارش .ردند )                                              

یک      .لبسیلا نمننیه             محققان گزارش نمندند .ه با.تری                               

 ( تنشید         DMDSارگاننتینل فرار بیام دی متیل دی سنشفات )                                        

می .ید .ه به طنر .ارآمد می تناند جینه را رسنب دهد  با این                                                           

حال ماهیت شیمیایی رسنب مشخ  نگردید  علاهه بر این،                                                  

DMDS                                              یک ماده خطرنا  ه سنشفید هیدرهرن سمی است .ه

می تناند خسارت جبران ناپذیری به محیط  یست هارد نماید                                                        

بینتکینشنری با استفاده ا  رهش مهیدسی رنتیک راه های                                                    

 جدیدی در تحقیقات  یست پالایی جینه با  می .ید                                               

به سنیه           merیکی ا  این رهش های جدید، انتقال اپرهن                                       

   دایین.ن.نس ردیندهرانس                     با.تری بسیار مقاهم در برابر تابش                                  

 ( e          r      r          ( بند )04     ) 

به       merانتقال رن             0225( ه  همکاران در سال                     Baeبایی )      

را مهیدسی .ردند .ه با ات ال بسیار                                     اشریشیا .لی           درهن      

برابر بیشتر ا  ننع                      2( میجر شد .ه              IIاخت اصی به جینه )                 

(  ا  آنجایی .ه دی متیل                         05هحشی جینه را پا.سا ی نماید )                            

خطرنا           .لبسیلا نمننیه             ( تنشیدی ا              DMDSدی سنشفات )           

( مربن  به            merAاست، در این تحقیق آنزیم .اهیده جینه )                                     

تراریزش          (+)pET21a خاش  سا ی ه به ه.تنر                      .لبسیلا نمننیه             

  اشریشیا .لی           شد  س س برای بررسی  یست پالایی به با.تری                                         

 میتقل شد              BL21سنیه      

اندا ه گیری میزان رشد با.تری های ننتر.یب در  لظت های                                                      

جینه معدنی نشان ا  مقاهمت بالای این                                      ppm    02ه     52،   1

با.تری ها در مقابل این  لظت های جینه می باشد  به طنری                                                       

 جینه بعد            ppm    1با.تری ها در  لظت                     D    .ه میزان          

 ساعت با نمننه شاهد هی  تفاهتی نشان نداد                                           24ا  گذشت         

 رسید          50ه به عدد          

ساعت به           24پس ا  گذشت              ppm    02ه     52اما در  لظت های                 

رسید  در صنرتی .ه در تیمار شاهد پس ا  گذشت                                              4حدهد      

با.تری ها در تیمارهای حاهی جینه به عدد                                          D    ساعت        24

نیز نرسید  این یافته نشان دهیده قدرت بالای ه.تنر ننتر.یب                                                           2

 ساخته شده در  یست پالایی جینه می باشد                                        

با تزریق گا                 0252( ه همکاران در سال                    Deaهمچیین، دی آ )              

سنشفید هیدرهرن به  یست تنده سلنل با.تری ه مشاهده                                                  

 پیشرفت رسنب سیاه رن ، تجمع جینه ا  محیط                                         

مقاهم به جینه را گزارش نمندند                                 باسیلنس         گننه های مختل                 

تنانست حدا. ر                 باسیلنس       به طنری .ه یکی ا  گننه های                            

جینه تجنیز شده به محیط .شت را                                 ppm    12درصد ا            22 22

(  این یافته نشان دهیده                         32در  یست تنده تجمیع نماید )                          

 اهمیت با.تری ها، در پا.سا ی  یستی جینه ا  محیط می باشد                                                          

با تنجه به نتایج به دست آمده پیشیهاد می گردد .ه دیگر آنزیم                                                            

های مربن  به اپرهن حذف جینه، خاش  سا ی ه به صنرت                                                  

تنام منرد بررسی قرار گیرد  تا با استفاده ا  مجمنعه آنزیم ها                                                             

 در داخل یک ه.تنر بیانی، قادر به حذف دامیه هسیعی ا                                                     

 فرم های مختل  جیررنه باشیرم                             

 نتیجه  یری          

پس ا  ساخت ه.تنر ننتر.یب رن .اهیده جینه معدنی ه تایید                                                       

 ،   PCRه.تنر ننتر.یب ساخته شده ا  طریق هضم آنزیمی،                                             

 ه تناشی یابی، رشد با.تری های تراریزش شده در محیط حاهی                                                       
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Abstract 

Background & Objectives: Inorganic mercury entrance into the environment through industry and  

agriculture is one of the most serious environmental hazards in the country. Microbial bioremediation 

is considered as one of the practical solutions to clean up pollutant ions from the environment. The 

present study was conducted to construct a recombinant vector including merA gene, and also to  

investigate its expression in order to clean up mercury. 

Material & Methods: merA gene from mercury resistance bacterial genome was isolated, and  

subsequently cloned into the pET21a(+) expression vector. Confirmation of cloning target gene was 

achieved by PCR and restriction enzyme digestion. Then pET21a(+)-merA recombinant vector was 

cloned into E.coli strain BL21. In order to assess increased resistance to mercury in recombinant  

bacteria, and the functionality of the enzyme produced by the recombinant vector, the growth rate of 

recombinant BL21 E. coli strains to contain merA gene, and without it was measured in a medium 

containing mercury for 48 hours. 

Results: The results showed that the growth of E. coli strains without merA gene was strongly affected 

after introducing mercury into the media till 12 hours, and bacteria would not be able to grow at 10 

ppm and 20 ppm mercury levels. However, transformed bacteria with pET21a(+)-merA vector showed 

suitable growth in mercury-containing media. SDS-PAGE analysis of recombinant bacterial proteins 

on acrylamide gel showed the highest MerA (62KDa) expression following 16 hours induction with 

1mM IPTG at 37ºC. 

Conclusion: Overall, the growth ability of merA- containing recombinant bacteria reflects the action of 

MerA protein in transformed bacteria. Furthermore, increasing the resistance of recombinant bacteria 

to the mercury indicates that environmental heavy metal pollutants can be cleaned up properly through 

the construction of recombinant vectors.  
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