
 ها مجله دنیای میکروب
 4231( تابستان 32سال هشتم شماره دوم )پیاپی 

 423-411صفحات 

 مقاوم به روی و نانوذرات  سودوموناس استوتزریبررسی ژن مقاومت به روی در 
 اکسید روی جداسازی شده از خاک

 2، گیتی امتیازی3، محمد ربانی خوراسگانی4*شهلا سلطانی نژاد
 استاد دانشگاه اصفهان، 3دانشیار، دانشگاه اصفهان، گروه میکروب شناسی، 2شناسی، استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد جیرفت، گروه زیست1

 گروه میکروب شناسی

 چکیده

ها مکانیسم های مختلفی را به منظور  باشد. میکروارگانیسم  آلودگی محیط با فلزات سنگین سمی مشکل جهانی می سابقه و هدف:

های سمی محیطی دارند. این مطالعه با هدف بررسی ژن مقاومت به روی در  کننده کاهش غلظت درون سلولی فلزات و سایر آلوده

 اکسید روی جداسازی شده از خاک انجام شد. مقاوم به روی و نانوذرات  سودوموناس استوتزری

جدا شده از خاک غنی شده با                                     سودوموناس استوتزریسویه این مطالعه بر روی ها:  مواد و روش

MTBE  (Methyl Tertiary Butyl Ether در پژوهش های قبلی انجام شد. بالاترین غلظت قابل تحمل این سویه در حضور )

مراز برای بررسی ژن  ای پلی های مختلف بررسی گردید. از روش واکنش زنجیره بیوتیک ذرات اکسید روی و آنتی های روی، نانو یون

czcC های جزئی پروتئین  استفاده شد. توالی نوکلئوتیدی به توالی پروتئینی ترجمه شد و با توالیCzcC های مقاوم  در دیگر باکتری

 به روی هم تراز گردید.  

( و نانوذرات mM 4های روی )تا  های بالای یون بالاترین غلظت قابل تحمل نشان داد که این سویه توانایی رشد در غلظتیافته ها: 

 تقریباً یک باند  Cczc( را دارا می باشد. پرایمرهای استفاده شده برای تکثیر ژن مقاوم به روی µg ml  066-1اکسید روی )تا 

در باکتری   czcCدرصدی با ژن  166های دیگر در بانک ژن شباهت  با توالی czcCجفت بازی ایجاد نمودند. مقایسه  256

 را نشان داد.  1501 سودوموناس استوتزری

های مقاوم به  ای برای جداسازی سویه های آلوده به فلزات سنگین منابع بالقوه نتایج این پژوهش نشان داد که خاکگیری:  نتیجه

تواند به استفاده بهتر از  ها می باشند. درک اساس ژنتیکی مقاومت به فلزات سنگین در باکتری فلزات سنگین و نانواکسیدهای فلزی می

 های طبیعی برای بهبود محیط زیست همه موجودات زنده منجر گردد. این مکانیسم

 ذرات اکسید روی. ، یون روی، نانوczcC، ژن سودوموناس استوتزریواژگان کلیدی: 

 33آذر ماه پذیرش برای چاپ:    33شهریور ماه دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: کرمان، جیرفت، دانشگاه آزاد اسلامی واحد جیرفت گروه زیستت شتنتاستی.   

 Soltanibiotech@gmail.comپست الکترونیک:     63133431153تلفن: 

 مقدمه     

های صنعتی و استفتاده                      میزان فلزات در محیط به دلیل فعالیت                                          

هتای      ها راهتبترد          از کشاورزی مدرن افزایش یافته است. باکتری                                        

هتای      کننده      مختلفی را به منظور کاهش غلظت درون سلولی آلوده                                             

های آلوده به فلزات سنگین دارای                                 سمی را دارند. بنابراین محیط                           

هایی با قابلیت مقاومت در برابر ایتن فتلتزات                                           میکروارگانیسم             

روی فلزی  روری است که در فرآیندهای ستلتولتی                                              هستند.      

زیادی دخالت دارد و نقش مهمی به  نوان  ن ر نادر  روری                                                      

های زنده از بتاکتتتری تتا                        در تکامل، رشد و تمایز همه سیستم                               

آنزیتم و           366انسان دارد. هم نین این  ن رکوفاکتور بیش از                                            
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(. ایتن یتون            1نماید )         مل می        n   منح راً به  نوان کاتیون                         

ای در بیان ژن به  نوان ترکی  ستاختتتاری در                                          نقش برجسته          

ایتفتا        n   برداری وابستته بته                   تعداد زیادی از  وامل نسخه                         

تواند از زنجیره تنتفت                        کند. با این وجود مقادیر زیاد آن می                                   می  

هوازی ممانعت نماید و به دلیل سمی ت زیاد به  نوان تخریت                                                         

کند. بنتابترایتن                های بیولوژیکی  مل می                     کننده قدرتمند سیستم                   

در محدوده مورد نیاز،                        n   توانایی حف  غلظت درون سلولی                             

باشد. مقاومت به سطت                       های زنده می            ویژگی بنیادی همه سلول                     

تواند ناشی از تجمع خار  سلولی، تجزیته بته                                          سمی روی می          

ها، تجزیه فیزیکی داخل سلولی و انتشار بته                                          وسیله متالوتیونین                 

 (.  2خار  باشد )           

استت کته در             Czcبهترین مکانیسم مقاومت به روی سیستم                                    

( مطالعه شده                       ) رالستونیا             باکتری خاک زی گرم منفی                      

است. این سیستم، مقاومت به کادمیوم، روی و کبالت را با                                                          

پورتر کاتیون پروتون پمت  کتنتنتده                                شود که به  نوان آنتی                     می  

کند و از سه ژن ستاختتتاری                         ها به خار  سلول  مل می                       کاتیون      

یک پروتئین غشای خارجی است که                               CzcC تشکیل شده است.              

   CzcBبه طور م  ر از  ر  غشای خارجی انتقال می یتابتد.                                               

پلاسمی        به پروتئین ترکی  غشایی شباهت دارد. در فضای پری                                              

های آزاد جتلتوگتیتری                   باشد و از رها شدن کاتیون                         گسترده می         

 کند.       می  

  CzcBبر اساس ساختار پیش بینی شده، پیشنهتاد شتده کته                                             

دهتد.       قرار می          Czcغشای خارجی را در نزدیکی آنتی پورتر                                    

Czc                                                  یک آنتی پورتر کمیواسمزی کاتیون  پروتون است کته

(. تتولتیتد          3پ تید  ر  غشایی تشکیل شده است )                                پلی     12از    

نانو در صنایع مختلف متوجت                            زیاد و استفاده وسیع از ذرات                           

سازی زیاد آنها در محیط می گردد. نانو ذرات به صتورت                                                    رها   

 مدی مثل انتشار اتمسفری و جریان مواد فترار                                             مدی یا غیر           

شونتد. بته دلتیتل                مایع یا جامد از محل تولید وارد محیط می                                      

ویژگی های فیزیکی، شیمیایی، الکترونیتکتی، التکتتتریتکتی،                                                  

 التکتتتریتکتی، نتوری               مکانیکی، م ناطیسی، گترمتایتی، دی                             

ذرات مورد مطالعته                   و بیولوژیکی بیش از یک دهه است که نانو                                     

 اند.       قرار گرفته          

ذرات اکسید فلزی به دلیل ویژگی های منحت تر بته فترد                                                 نانو    

باشتنتد و گتروه               نوری، الکتریکی و م ناطیسی مورد  لاقه می                                      

هتای ذختیتره            مهمی از نیمه رساناها هستند کته در متحتیتط                                     

های انرژی خورشیدی، التکتتترونتیتک،                                م ناطیسی، انتقال دهنده                      

ذرات       (. نتانتو       4حسگرهای گازی و کاتالیزورها کاربرد دارند )                                         

حستگتر، جتاذب اشتعته                  ( به  نوان نتانتو                n اکسید روی )           

شوند. از آنجایی کته ایتن                         بنفش و کاتالیزور استفاده می                            ماورای      

اند و هم نیتن               خطر تشخی  داده شده                   ذرات برای انسان بی                   نانو    

ذرات، به           بنفش نسبت به میکرو                   به دلیل انعکاس بهتر نور ماورای                              

(.    0و     5وفور در لوازم آرایشی مورد استفاده قرار می گیرند )                                                 

استفاده تجاری زیاد و تولید در مقیاس بالای نانوذرات بتا ت                                                         

 مد در معر  این ذرات                       شود که انسان و محیط به طور غیر                               می  

     (.  3قرار بگیرند )             

هدف از این پژوهش بررسی حضور ژن مسئول مقتاومتت بته                                                

متقتاوم بته روی و                  سودوموناس استوتزری                  ( در      czcCروی )     

 نانواکسید روی بود.                  

 ها   مواد و رو           

در ایتن متطتالتعته از                  الف( مواد شیمیایی و سویه باکتریایی:                                     

روی )سیگما، آمریکا( با درجه خلو                                      ذرات پودری اکسید                 نانو    

متر، رن  سفید شیتری و                       نانو      35-45درصد، اندازه                33بیش از        

ذرات بته وستیتلته                تقریباً کروی شکل استفاده گردید. این نانو                                        

      (   alytical   ert  ro Ein ho en      مورد آنالیز                هلند )

ذرات در          قرار گرفتند. محلول ذخیره با سوس انسیون نمودن نانو                                                 

 آب دو بار تقطیر استریل جتهتت تتهتیته غتلتظتت نتهتایتی                                            

میلی گرم در میلی لیتر فراهم شد. این سوس انستیتون بته                                                     166

اولتراسونیک شد تا ستوست تانستیتون                                  36   دقیقه با            36مدت     

   nS  (. از نتمتک روی               1کلوئیدی یکنواختی فراهم گردد )                             

  سودوموناس استتتوتتزری                  )مرک، آلمان( استفاده گردید. سویه                                  

SEE-1               ( جداسازی شتده از                           یابی       )با شماره دست

، از آزمایشگاه تحقیقاتی متیتکتروب                                  MTBEخاک غنی شده با                

 شناسی دانشگاه اصفهان تهیه شد.                             

به منظتور              ب( رسم منحنی رشد برای تعیین فاز لگاریتمی رشد:                                             
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گتیتری       تعیین فاز لگاریتمی رشد، منحنی رشد از طری  انتدازه                                                

مورد نتظتر           کدورت رسم گردید. به این صورت که ابتدا سویه                                            

 ستا تت در           24تلقی  و به مدت                  B میلی لیتر محیط                  25در    

گذاری شد. س                  گرمخانه         g    266درجه سیلیسیوس و دور                       36

میلی لیتر از همان محیط تلقی  شد و مجدداً                                            266این کشت به            

در همان شرایط قبلی گرماگذاری گردید. برای رسم منتحتنتی                                                    

نانومتر به وستیتلته ی                      066رشد، جذب نوری در طول مو                           

 هتتای      در زمتتان                Bio  a e(استت تتکتتتتتروفتتتتتومتتتتتر             

 گیری شد. س   متیتزان جتذب بتر حست                                 مختلف اندازه            

 زمان روی نمتودار بترده شتد و متنتحتنتی رشتد رستم                                         

 (.  3گردید )       

به منظور رسم منحنی رشتد                         ( بررسی سر ت رشد باکتری :                            

های متفاوتی از                 روی، سویه مورد نظر با غلظت                           در حضور یون             

 اکستیتد روی            میلی مولار( و نانتو                   4و     3،   2،   1های روی )          یون   

میکروگرم در میلی لیتر( تیتمتار گتردیتد. ایتن                                           066تا      166)   

  g    116درجه ستیتلتیتستیتوس و دور                       36 ها در دمای             کشت   

گذاری شدند. نمونه کنترل شامل سوس انسیون کشتت                                              گرمخانه       

سا ت یتک           4هر       باکتری بدون تیمار بود. سر ت رشد باکتری                                      

نانومتتتر بتا              066گیری جذب نوری در طول مو                            بار با اندازه              

 (.  16گیری شد )          استفاده از اس کتروفتومتر اندازه                               

بترای ایتن          ( :       C  د( تعیین بیشترین غلظت قابل تحتمتل )                                 

هتای      و نیز غلظتت             nS  منظور محلول استوک یک مولار از                              

میلی مولار( از آن تتهتیته شتد. در متورد                                     1-    16مختلف )       

 هتتای متتتتتفتتاوت           اکستتیتتد روی نتتیتتز از غتتلتتظتتت                      نتتانتتو    

میکروگرم در میلی لیتر( استفتاده شتد. ستویته                                           366تا      166)   

باکتریایی از فاز لگاریتمی رشد، بر روی محیط مولر هیتنتتتون                                                         

های متختتتلتف یتون روی و                      ( حاوی غلظت             Mآگار )      

 هتا در دمتای             اکسید روی کشت داده شد. ایتن متحتیتط                                نانو    

گذاری شدند و رشد آنها پ  از                              درجه سیلیسیوس گرمخانه                       36 

 (.  11سا ت مورد بررسی قرار گرفت )                             32تا      41گذشت      

MTC                                        ذرات کته           بارتست از بالاترین غلظتی از فلز و نتانتو

  گتذاری در دمتای                سا ت گرمختانته              41اجازه رشد بعد از                  

 دهد.     درجه سیلیسیوس را می                     36

سویه مورد نظر                   MTCبرای تعیین            ها:      بیوتیک       آنتی      C  ه( تعیین          

ای از سفتریتاکستون                     های مختلف، محلول ذخیره                       بیوتیک        لیه آنتی         

   (1-mg l  266             ( سفازولین ،)1-mg l    166         آموکسی ،)        ( 1سیلین-mg l  

(،    mg l    266-1(، استرپتومایسین )                  mg l    266-1سیلین )        (، آم ی       166

( ستاختت        mg l    166-1( و جنتامایسین )                mg l    166-1تتراسیکلین )            

های فاز لگاریتتمتی بتر                      شرکت پادتن ط  ایران تهیه شد. کشت                                

بیوتیک کشت             های مختلف آنتی               حاوی غلظت             Mروی محیط          

ستا تت        41درجه سیلتیتستیتوس بته متدت                        36 و در دمای           

 گذاری شدند.            گرمخانه       
  در ابتتدا        :      czcC ز( تکثیر بخشی از ژن مسئول مقاومت به روی                                         

ژنومی باکتری مورد نظر با استفاده از کتیتت استتتخترا                                                       

 it      TM                                         ساخت شرکت سیناژن، ایران( استتخترا ،

با پرایمرهای اخت اصی طراحی شده                                  czcCگردید. بخشی از ژن                   

 ستودومتونتاس استتتوتتزری                  الگوی باکتتتری                   بر اساس         

 TCC 1 5                         ای پلی مراز تکثیر شتد.                        به وسیله واکنش زنجیره

  C T   C C TC  CCT- 5 -  پرایمر رفت دارای توالی                      

 و پتتتترایتتتتمتتتتر بتتتترگشتتتتت دارای تتتتتوالتتتتی                            

  -C CTTCC C  TTC CT T- 5      .بود 

میکرولیتر شامتل                  25در حجم نهایی                 C در این مطالعه واکنش                     

میکرولتیتتتر متختلتو                    C  bu  er 10    ،6 5 میکرولیتر             5 2

  T         (56                            یتک متیتکترولتیتتتر ،)متیتلتی متولار MgCl   

 میکرولیتر از هتر پترایتمتر )غتلتظتت                                5 6میلی مولار(،               56)   

 متیتکترولتیتتتر( آنتزیتم                  3 6واحتد )        5پتیتکتومتول(،             16

Ta       olymera e     التگتو           میتکترولتیتتتر از                2و 

 نانوگرم( انجام شد.                      166) 

در دستگاه مستر سایکلر گرادیانت ساخت شرکتت                                             C واکنش       

دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در                               5اپندرف آلمان با شرایط دمایی                             

چترخته شتامتل             35درجه سیلیسیوس و در ادامته                            34دمای      

 انیه،          45درجه سیلیسیوس به مدت                        34واسرشت شدن در دمای                    

 انیه، گسترش                46درجه سیلیسیوس به مدت                        50ات ال در دمای               

 انیه و در نتهتایتت                    45درجه سیلیسیوس به مدت                        32در دمای         

دقیتقته         5درجه سیلیسیوس به مدت                        32گسترش نهایی در دمای                     

درصتد و          5 1با استفاده از ژل آگارز                           C انجام شد. مح ول                 
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 بررسی شد.             TBEولت با استفاده از بافر                          16ولتاژ       

کره جنوبی تعیین گتردیتد.                          Bio eerتوالی ژن توسط شرکت                    

،   BioE itاین توالی توسط نرم افزارهای مختلف از جتمتلته                                           

 inch T    ، ene  unner                                 مورد بررسی و آنالیز قرار گترفتت 

بته تتوالتی            E   Sy(. توالی نوکلئوتیدی با کمک سرور                                 12)   

پروتئینی ترجمه شد. توالی پروتئینی به منتظتور شتنتاستایتی                                                    

 گتردیتد.          بتلاتستت        czcCترین متحت تولات ژنتی                  نزدیک     

توالی مورد نظر در پتایتگتاه هتای                                B  STنتایج حاصل از               

)htt    bla t.ncbi.nlm.nih.go  Bla t.cgi   CB    و 

)htt       .ebi.ac.u   EB                              بررسی و توسط نرم افتزارهتای

C C     وME  5                ( درخت فیلوژنتیکتی                    12-15آنالیز گردید .)

 ترسیم شد.              eighbor  oining به روش      

 ها    ا ته     

نمودار        ذرات اکسید روی:                  الف( تعیین ویژگی مورفولوژیکی نانو                                 

دهد که حالت              ذرات اکسید روی را نشان می                          نانو         الگوی         1

 کریستال بودن آن را تایید می نماید.                                    

به منظتور          ب( رسم منحنی رشد برای تعیین فاز لگاریتمی رشد:                                               

تعیین زمان لازم برای رسیدن به فاز لگاریتمی رشد، متنتحتنتی                                                      

هتای      (. ستویته       2رشد سویه مورد نظر رسم گردید )نتمتودار                                     

های متفاوت به فاز لگاریتمتی رشتد                                 باکتریایی مختلف در زمان                       

 آل جهت انجام بررستی متقتاومتت                            رسند. این فاز زمان ایده                        می  

باشد. زیرا رشد متعادل در فاز لگاریتتتمتی                                        به فلزات سنگین می                 

 افتد.      اتفا  می        

های مختتلتف             ( بررسی منحنی رشد باکتری در حضور غلظت                                      

 ذرات اکسید روی. نانو    الگوی : 1نمودار 

  SEE-1  ستودومتونتاس استتتوتتزری  منحنی رشد ستویته:   2نمودار 

 (.g 266و  ºC 36  و انکوباسیون در B )کشت باکتری در محیط 

در حضتور  SEE-1 سودوموناس استتتوتتزری  منحنی رشد:  3نمودار 

 های مختلف یون روی. غلظت

هتای  در حضور غلظت  SEE-1سودوموناس استوتزریمنحنی رشد :  4نمودار 

 اکسید روی. مختلف نانو
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منحنتی رشتد             4و     3نمودارهای           یون روی و نانواکسید روی:                          

هتای      در حضور غلظتت              SEE-1    سودوموناس استوتزری                  سویه      

 دهتنتد.      ذرات اکسید روی را نشان متی                          مختلف یون روی و نانو                    

هتای متختتتلتف روی و                  الگوی رشد این باکتری در غلظت                            

ذرات(        نانواکسید روی مشابه نمونه کنترل )بدون یون و نتانتو                                                

ذرات رشد این باکتری را تتحتت                             دهد نانو         باشد که نشان می                می  

 ت  یر قرار نداده است.                     

 ( تعیین بیشترین غلظت قابل تحمل یون روی و نتانتوذرات                                                    

بالاترین غلظت قابل تحمل سویه مورد بررسی بر                                           اکسید روی:            

های روی و نانوذرات اکسید روی نشان داد که ایتن                                                لیه یون        

 های بالای فتلتزات و نتانتوذرات                            سویه قادر است در غلظت                     

رشد نماید. نتایج نشان داد که این سویه تتوانتایتی رشتد در                                                      

نانوذرات            µg ml    066میلی مولار یون روی و                       4های تا         غلظت    

 اکسید روی را دارد.                  

های مختتلتف:             بیوتیک       د( تعیین بیشترین غلظت قابل تحمل آنتی                                    
نشان داد که سویه مورد بررسی مقاومتت                                      MTCنتایج مربو  به                

های مختلف دارد. بالاترین مقاومت                                 بیوتیک       چندگانه در برابر آنتی                     

( گزارش شتد.             mg l-1 )366 سیلین      سیلین و آموکسی               در برابر آم ی             

پ  از آن بیشترین مقاومت نسبت به آنتتتی بتیتوتتیتک هتای                                                 

سفتریاکسون، سفازولین، استرپتومایسین، تتتتراستایتکتلتیتن و                                                    

   6و     5،   25،   156،   266جنتامایسین به ترتی  با غلظت های                                 

 میلی گرم در لیتر بود.                     

شواهد احتتمتالتی بترای حضتور                         :        czcCه( بررسی حضور ژن                

بتا      SEE-1    سودومونتاس استتتوتتزری                    در ژنوم         czcCلوکوس       

استفاده از پرایمر اخت اصی این ژن به دستت آمتد. نتتتایتج                                                    

 جتفتت بتازی بتود                256الکتروفورز نشان دهنده تکثیر قطعه                                  

تعیین توالی گتردیتد. ایتن تتوالتی                                 C (. مح ول          1)شکل      

های جزیتی           نوکلئوتیدی به توالی پروتئینی ترجمه شد و با توالی                                                

های مقاوم بته روی هتمتتتراز                          در دیگر باکتری                CzcCپروتئین         

بتا      CzcCگشت. درخت فیلوژنی بر اساس توالی جزئی پروتئین                                              

(.    2رسم گتردیتد )شتکتل                  eigbor oining استفاده از روش                

سودومتونتاس           ها با قطعه مقاوم به روی در باکتری                                    مقایسه توالی            
درصدی به ژن مقاوم بته روی                            166شباهت         SEE-1استوتزری          

نشان داد. در نتهتایتت                      1501     سودوموناس استوتزری                  در سویه         

در بتانتک ژن بتا شتمتاره                              توالی ژن توسط نرم افزار                       

  بت گردید.             1      یابی       دست   

 

 بح    

در ا ر استفاده از ترکیبات شیمیایی، انسان محیط انتخابی تتمتام                                                            

دهد که ا رات شدیدی به ویژه                             ای ت ییر می            ها را به گونه              ارگانیسم        

. ستون czcCحاصل از تکثیر ژن   الکتروفورز ژل آگارز مح ول  :  1شکل 

ستودومتونتاس  ستویته czcC( ژن 2جفت بازی، ستون  166( مارکر 1
 .SEE-1 استوتزری

 CzcC.درخت فیلوژنی رسم شده بر اساس پروتئین : 2شکل 
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ها دارد.           های با دوره تقسیم کوتاه مثل باکتری                                   بر روی ارگانیسم               

افزایش سط  فلزات سنگین در محیط و استتتفتاده زیتاد از                                                  

ها و ترکیبات آلی، محیط باکتریایی را ت ییر داده و                                                   بیوتیک       آنتی    

های خا  مانند مقاومت به فتلتزات                                منجر به انتخاب ژنوتی                      

شتود. در فترآیتنتد تتکتامتل،                        ها متی      بیوتیک       سنگین و آنتی            

های مقاومت به فلزات خود را بته                                ها مکانیسم           میکروارگانیسم             

بتختشتنتد.         های مختلف بهتبتود متی                   منظور سازگاری با محیط                     

های مختلفی برای مقاومت در برابر  توامتل                                        ها مکانیسم           باکتری      

هتای      شده به وستیتلته ژن                   د میکروبی دارند. مح ولات کد                           

توانند سمی ت فلزات سنگین را کاهش داده و یتا                                             مقاوم نیز می            

 (.      10حذف نمایند )            

ها از لحا  زیست                  کنش فلزات و باکتری                   های اخیر برهم              در دهه      

محیطی، تجاری، اقت ادی، سم شناسی و بیوشیمتیتایتی متورد                                                   

توجه زیادی قرارگرفته است. به  تنتوان نتمتونته، بتررستی                                                 

ها بر  لیه فلزات سنگینی متانتنتد                                 های مقاومت باکتری                  مکانسیم       

آهن، کبالت، نیکل، م ، روی، سرب، آرسنیتک و اورانتیتوم                                                   

های بیوتکنولوژی و زیست سازگار                                کمک زیادی برای یافتن راه                        

برای استخرا  معادن و بازیافت فلزات سنگین نتمتوده استت.                                                     

با بتررستی              2612( در سال          y el ( و آیسل )          Ceylanسیلان )      

   سودومونتاس         الگوی مقاومت به فلزات سنگین را در باکتر های                                             

های مربو  به آن، ارتبا  بین مقتاومتت بته فتلتزات                                              و جن      

هتا بته        سنگین و حضور پلاسمیدها را نشان دادند. اغل  سویه                                              

های مختلف فلزات سنگین مقاومت نشتان دادنتد. بته                                              غلظت    

 طوری که حداقل غلظتت متمتانتعتت کتنتنتده آن هتا از                                        
1-m mol    26–    6 665                     هتا     درصد سویه           166مت یر بود. هم نین

 (.      13در مقابل سرب  و روی مقاوم بودند )                                 

  2614( و همکاران  در ستال                      Soltani  ezhaسلطانی نژاد )             

مقاوم به نانوذرات اکسید م  و روی                                    سودوموناس         های      سویه    

را از خاک معدن م  سرچشمه جداسازی نموده و گتزارش                                                

هتای بتالای           ها توانایی رشد در غتلتظتت                       نمودند که این سویه                  

های      بیوتیک       نانوذرات را داشته و مقاومت چندگانه در برابر آنتی                                                

(. این یافته با نتتتایتج بته                          11مختلف از خود نشان می دهند )                           

( و     Sinhaدست آمده در این پژوهش مطابقت دارد. سینتهتا )                                          

کتنتش و ا تر ستمتی                هم   با مطالعه بر              2611همکاران  در سال                 

های مزوفیل و هالوفیل،                        و نقره را بر روی باکتری                          n ذرات       نانو    

های گرم متنتفتی               نشان دادند که این ذرات بیشتر بر روی باکتری                                          

 (.  13م  ر می باشند )               

میکروبی دیگر،                ها و  وامل  د              بیوتیک       مقاومت میکروبی به آنتی                        

باشد. مقاومتت بته ایتن                      مشکل رو به رشد جوامع امروزی می                              

هتا متمتکتن استت              آید. باکتری             وامل از چند راه به دست می                          

هایی را به دستت آورنتد کته  توامتل                                کننده آنزیم            های کد       ژن  

های انتشار به خار                      نمایند و یا پم                 میکروبی را تخری  می                     د  

میکروبتی را از ستلتول بتیترون                           را کس  کنند که  وامل  د                       

  2660( و همکتاران در ستال                    right (. رایت )         26نمایند )         می  

ها به وسیله ت ییر در                       بیوتیک       گزارش نمودند که مقاومت به آنتی                              

توانتد بته           شود. این امر می                ساختار ژنتیکی یک باکتری ایجاد می                                

بیوتتیتک         های مقاوم به آنتی                  وسیله ی جهش ژنتیکی یا انتقال ژن                               

هتا     (. در اغلت  بتررستی                21ها در محیط اتفا  افتد )                        بین باکتری          

بیتوتتیتکتی          مقاومت به فلزات سنگین در ارتبا  با مقاومت آنتی                                              

(. که با نتایج این پژوهش هتم ختوانتی                                   22گزارش شده است )               

 دارد.       

بتیتوتتیتک در            در شرایط استرس فلزی، مقاومت به فلز و آنتتی                                         

ها به سازگاری سریع آن ها از طتریت  انتتتشتار                                          میکروارگانیسم             

 وامل مقاومت، نسبت به موتاسیون یا انتخاب طبیعتی کتمتک                                                    

(. مقاومت چندگانه تنها در مورد ترکیتبتات ستمتی                                            23کند )      می  

های سمی ت مشابه دارند. از آنجایی کته                                      افتد که مکانیسم                اتفا  می        

های سمی ت مشابهی دارنتد، متقتاومتت                                 فلزات سنگین مکانیسم                   

های مقاوم به این فتلتزات                         گانه پدیده رایجی در میان باکتری                                چند   

باشد. قرار گرفتن در معر  فلزات سنگین یا بتیتوستایتدهتا                                                    می  

شود که توانایی مقاومتت                        های باکتریایی می                 موج  انتخاب سویه                

ها را نیز دارند. این حالت به این دلیل اتفا                                               بیوتیک       در برابر آنتی             

کننده مقاومت به فتلتزات ستنتگتیتن و                                های کد       افتد که ژن           می  

ها در کنار هم                بیوتیک       های مقاومت به آنتی                   بیوسایدها همراه با ژن                     

تتوانتنتد         ها می      اند. زیرا باکتری                 و یا به صورت متناوب قرار گرفته                              

های غیر اخت اصی مرسوم به منظور مقاومت در بترابتر                                                 مکانیسم       

ها را        بیوتیک       مواد مختلف مانند فلزات سنگین، بیوسایدها و آنتی                                              
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در سویته           czcC(. در این پژوهش حضور ژن                         24داشته باشند )             

( و همکاران             Mirhen iمورد بررسی نشان داده شد. میرهندی )                                  

ستودومتونتاس           نیز حضور این ژن را در سویه                              2613در سال        
های مربتو             (. اگر چه سیستم               25نشان دادند )               -CS    استوتزری        

اند،  اما بختش متهتمتی از                        به فلزات در سراسر ژنوم پراکنده                              

رسد که در اطراف نتاحتیته                        های مو ر در مقاومت به نظر می                             ژن  

های جتذب          سازی مستقر شده باشند. اما سیستم                                شرو  همانند           

اند. در          سازی قرار گرفته                فلزات به دور از نواحی شرو  همانند                                 

موقعیت دو مجمو ه بتزر                        (              )       سودوموناس پوتیدا                

، ممکن استت بته                  ژنی مو ر در مقاومت فلزی در ناحیه                                  

ها کدکننده متقتاومتت بته                       افزایش مقاومت منجر شود. این ژن                              

  رفیتی هستتتنتد کته در ایتن                          رفیتی و دو            های تک       کاتیون      

صورت  می توانند  موج  مقاومت نسبت به طیف وسیعی از                                                         

 (.      20فلزات  شوند )             

 گیری     نتیجه     

هتای      توان بیان نمود که محیتط                       با توجه به نتایج این پژوهش می                             

های      ای برای جداسازی سویه                     آلوده به فلزات سنگین منابع بالقوه                                 

 بتاشتنتد.       اکسیدهای فتلتزی متی                 مقاوم به فلزات سنگین و نانو                           

به همین دلیل، درک اساس ژنتیکی مقاومت به فلزات سنگتیتن                                                       

هتای      تواند منجر به استفاده بهتر از  مکتانتیتستم                                       ها می      در باکتری         

طبیعی به منظور بهبود کیفیت محیط زیست تمتام متوجتودات                                                   

 زنده شود.         

 
 

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از مستئتولتیتن متحتتترم پتژوهشتکتده                                               

بیوتکنولوژی، پژوهشگاه  لوم و تکنولوژی پیشرفته و  تلتوم                                                      

محیطی کرمان به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش                                                       

 کمال امتنان را دارند.                     
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Abstract 

Background & Objectives: Environmental pollution to toxic heavy metals is one of global  

environmental problems. Microorganisms perform several mechanisms to reduce the intracellular 

concentration of toxic pollutants. The objective of this study was to identify zinc resistance  

determinant (czcC gene) in zinc resistant Pseudomonas stutzeri SEE-1 isolated from soil. 

Materials & Methods: The strain was performed on a P. stutzeri strain isolated previously from 

soil by culture on MTBE (Methyl Tertiary Butyl Ether). The maximum tolerable concentrations of 

zinc ions and zinc oxide nanoparticles were determined. PCR amplification was used to  

investigate the czcC gene. The nucleotide sequence was translated into protein sequence and its 

sequence was compared with other similar sequences in other zinc resistant bacteria. 

Results: The highest tolerable concentrations of zinc ion and zinc nanooxide was measured at 

4mM and 600 µg ml-1, respectively. The primers used for the amplification of the Zn-resistance 

gene (czcC) yielded a approximately 250 bp band. The comparison of czcC with other sequences 

in the gene bank database demonstrated 100% similarities with czcC gene in P. stutzeri 1501.           

Conclusion: The results of this study showed that soils contaminated with heavy metals are  

potential sources for the isolation of resistant strains to heavy metals and metal oxide  

nanoparticles. Understanding the genetic basis of bacterial resistance to heavy metals can improve 

application of these natural mechanisms to provide a safer environment for all living things. 

Keywords: Pseudomonas stutzeri, czcC gene, Zinc ion, Zinc oxide nanoparticles. 
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