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 زیست پالایی هم زمان جیوه معدنی و آلی با استفاده از وکتور نوترکیب
 pET28a(+)-merA-merB 

  2*، علیرضا تاری نژاد7حمیده باغی سفیدان
 دانشیار، گروه بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشکده 2کارشناس ارشد، گروه بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهید مدنی آذربایجان،  1

 کشاورزی، دانشگاه شهید مدنی آذربایجان

 چکیده

 جیوه به دلیل پایداری و هزینه زیاد روش های متداول پالایش یک مشکل بزرگ زیست محیطی در جهان است.  سابقه و هدف:

روش های زیستی مانند استفاده از بیوراکتورهای مبتنی بر باکتری ها یا آنزیم های آنها یکی از روش های زیست پالایی هستند. برای 

استفاده می شود. این مطالعه با هدف همسانه سازی توام  MerBو  MerAتجزیه ترکیبات آلی و معدنی جیوه از آنزیم های باکتریایی 

 طراحی گردید. MerBو  MerAبه منظور تولید آنزیم های فعال  (+) pET28aدر وکتور بیانی  merBو  merAژن های 

)+( pET28aاز ژنوم باکتری های مقاوم به جیوه جداسازی و در داخل وکتور بیییانیی  merBو  merAابتدا ژن های   مواد و روش ها:

و هضم آنزیمی استفاده شد. وکیتیور نیوتیرکییی   PCRکلون گردید. به منظور ارزیابی درستی همسانه سازی ژن مورد نظر، از روش

pET28a(+)-merA-merB  سویه اشریشیا کلیبه دست آمده به درون باکتریBL21  .برای مشاهده افزایش مقاومت به جیوه  منتقل شد

 اشریشیییا کیلییمعدنی و جیوه آلی در باکتری تراریخته و عملکردی بودن آنزیم تولیدی از وکتور نوترکی ، میزان رشد باکتری های 

در محیط حیاوی   merBو   merAبدون ژن های   BL21سویه اشریشیا کلیحاوی وکتور نوترکی  به همراه باکتری های  BL21سویه 

 ساعت اندازه گیری شدند.  84جیوه معدنی و جیوه آلی در مدت 

حاوی وکتور نوترکی  در محیط حاوی جیوه معدنی و جیوه آلی در زمان هیا و لیلیظیت هیای  اشریشیا کلیرشد باکتری   یافته ها:

سیاعیت پیز از  12حاوی وکتور بدون ژن هدف تا  اشریشیا کلیمختلف جیوه اندازه گیری و نتایج نشان داد که رشد باکتری های 

 جیییوه نیمیی بیاشینید. امیا  ppm 21و  11افزودن جیوه به شدت در تاثیر محیط حاوی جیوه قرار گرفته و قادر به رشد در مقادیر 

  SDS-PAGEدر محیط حاوی جیوه رشید مینیاسیبیی داشیتینید.   pET21a(+)-merA-merBباکتری های حاوی وکتور نوترکی  

 73در دمیای  IPTG 1mMساعت القا با  11پروتئین های باکتری حاوی وکتور نوترکی  روی ژل آکریل آمید نشان داد که پز از 

 کیلودالتون( مشاهده می شود. 27) MerBکیلودالتون( و  12) MerAدرجه سلیسیوس بیشترین بیان پروتئین های 

در  MerBو  MerAحاوی وکتور نوترکی ، عملکرد پروتئین های  اشریشیا کلینتایج حاصل از توانایی رشد باکتری های  نتیجه گیری:

باکتری های ترارریزش شده را نشان داد. همچنین افزایش مقاومت باکتری نوترکی  به جیوه معدنی و جیوه آلی موجود در محیط 

بیانگر این مساله است که می توان آلاینده های فلزات سنگین در محیط زیست را با مدیریت مناس  از راه ساخت وکتور نوترکی  

 پاکسازی نمود.
 ، همسانه سازی.merB، ژن merAزیست پالایی، ژن واژگان کلیدی: 
 73خرداد ماه پذیرش برای چاپ:    73فروردین ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: دانشگاه شهید مدنی آذربایجیان گیروه بیییوتیکینیولیوژی کشیاورزی.

  atarinejad@yahoo.comپست الکترونیک:   18178723132تلفن:    
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 م دمه     

جیوه یکی از سمی ترین فلزات سنگین می باشد و یک ماده                                                            

سمی با اولویت بالا در بسیاری از کشورها شناخته می شود.                                                      

جیوه به شکل آلی و لیر آلی در محیط زیست وجود دارد و                                                    

نو  آلی آن به مرات  از سمیت و خ وصیت تجم  پذیری                                                 

بالایی در زنجیره لذایی برخوردار است به این دلیل این عن ر                                                         

یکی از نگران کننده ترین عناصر سنگین اکوسیستم های آبی                                                      

(. تماس مزمن با ترکیبات جیوه می تواند باع  بیماری                                                   1است )     

آلزایمر، پارکینسون، تداخل در سیستم تناسلی، آسی  تنفسی،                                                        

کلیوی و باع  اوتیسم و مشک ت                             -سیستم های ع بی مرکزی                    

 (.  2رفتاری شود )            

ابزار فیزیکوشیمیایی پالایش جیوه تبدیل یا دف ، انجماد و                                                       

ت بیت، ادلام، شستن خا ، استخرا  اسید، عملیات حرارتی،                                                      

انجماد، رسوب، جذب، فیلتراسیون لشایی هستند. این                                                

تکنولوژی ها گران قیمت هستند و سازگار با محیط زیست                                                   

 نیستند. همچنین حجم زیادی زیست توده جیوه تولید                                               

می نمایند که به نوبه خود باع  ایجاد مشک ت دف  می شوند                                                       

زیست پالایی یک تکنیک مدیریت زباله است و به استفاده                                                   (.      7) 

ها از یک            از موجودات زنده برای حذف یا خن ی کردن آلاینده                                            

شود. بر اساس تعریف آژانز حفا ت                                  و عیت آلوده گفته می                   

(، زیست پالایی               S EPA محیط زیست ایالات متحده آمریکا )                              

فرایندی است که به طور طبیعی از موجودات زنده برای تجزیه                                                          

 کند       مواد خطرنا  به مواد کمتر سمی یا لیر سمی استفاده می                                                  

(. از میان اک ر روش های حذف آلودگی فلزات سنگین از                                                   8) 

طبیعت، زیست پالایی نیازمند کمترین هزینه و زمان بوده و                                                      

موج  ت ییر شکل آلاینده ها از فرم خطرنا  به فرم کم خطر یا                                                         

   (.  1بی خطر می گردد )                

مقاومت به جیوه در برخی از باکتری های گرم م بت و منفی از                                                         

مکان های مختلف تعیین شده است. در باکتری ها، مقاومت در                                                       

از         merانجام می شود. اپرون                      merبرابر جیوه به وسیله اپرون                           

  و      mer          مح ول ژن            تشکیل یافته و                  mer   AB        ژن  

mer        به    انتقال          در  (II)                               درون سیتوپ سم باکتری نقش

اپرون را                  بیان ژن         MerDو     MerR.     کلیدی ایفا می کنند                  

 (.    1کنترل می نمایند )                 
اساس ژنتیکی مقاومت به جیوه در بعضی از گونه های                                                

باکتریایی به اثبات رسیده است. در باکتری های گرم منفی مقاوم                                                            

    -Cبه جیوه، پز از وارد شدن جیوه آلی به سلول، پیوند                                                 

شکافته شده و جیوه معدنی                             merBترکیبات آلی توسط آنزیم                        

 (.  3آزاد می شود )             

 

 

آنزیمی به نام مرکوریک ردوکتاز می باشد                                           merAمح ول ژن            

که نقش کلیدی را در حذف جیوه عهده دار است. این آنزیم                                                       
که سمیت کمتری برای                          را طب  مکانیسم زیر به                            2+ 

 سلول یا ارگانیسم دارد، تبدیل می نماید:                                      

تقریبا  به فرم گازی و بسیار فرار بوده و به آسانی از                                                         

سیتوپ سم و محیط اطراف باکتری خار  و بدین ترتی                                                 

میکروارگانیسم ها قادر به حذف این فلز سمی از محیط اطراف                                                        

 (.  1خود و یا داخل سلول می باشند )                             

اولین تحقیقات در زمینه مقاومت باکتری ها به جیوه به وسیله                                                          

(. این افراد مقاومت                     4( و همکاران انجام شد )                      Mooreمور )     

جدا شده از                (   re     ) استافیلوکوکوس اور وس                      باکتری        

نمونه های بالینی، به ترکیبات جیوه را گزارش کردند. پز از آن                                                            

تحقیقات گسترده ای در زمینه باکتری های مقاوم به جیوه و                                                       

( و همکاران             orn توانایی حذف جیوه، صورت گرفت. هورن )                                   

برای اولین بار نشان دادند که باکتری های مقاوم                                                 1778در سال        

 به جیوه قادر به حذف این فلز سمی از پساب کارخانه ها                                                    

 (.    7می باشند )          

از ف سک های                2+ با اندازه گیری میزان حذف                            1743در سال        

حاوی باکتری های مقاوم به جیوه، مکانیسم مقاومت در برابر                                                        

 (.      11جیوه مورد بررسی قرارگرفت )                          

توانایی حذف جیوه                    1747( و همکاران در سال                    Rayرای )     

   A        erتوسط باکتری های آزادزی ت بیت کننده از )عمدتا                                              

( جدا شده از خا  مناط  آلوده به جیوه را                                              Be  erو   
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  در حذف جیوه،                47بررسی کردند و باکتری هایی با توانایی                                      

 (.    11جداسازی نمودند )                

با به کار             1777( و همکاران در سال                    ri chm t فریشموت )         

بردن باکتری های مقاوم به جیوه در راکتورهای زیستی در مدت                                                         

هفته مشاهده کردند که این باکتری ها جیوه را از پساب                                                      3تا      8

  حذف می کنند. بنابراین، این                              77تا      42کارخانجات با کارآیی                     

باکتری ها توانایی زیادی در حذف جیوه از محیط اطراف خود                                                       

 (.    12دارند )       

سراشیا        ،   اشریشیا کلی           در ایران گروه های باکتریایی مختلف                                   
را از رسوبات و آب                   باسیلوس         و   مارسسنز، سودوموناس                    

رودخانه کر جداسازی و به عنوان باکتری های مقاوم به جیوه                                                        

(. این مطالعه مقدمه ای برای زیست پالایی                                        17شناسایی شدند )              

جیوه از طری  روش های مختلفی مانند میکروب پالایی با تولید                                                         

باکتری های نوترکی  با  رفیت بالای حذف جیوه، تولید                                                  

بیوسنسورها و طراحی بیوراکتور ها بر پایه باکتری و یا آنزیم                                                           

 جهت پاکسازی جیوه معدنی و جیوه آلی از مناط  آلوده                                                  

می باشد. برای ت بیت پروتئین بر روی بستر بیوراکتور، نیاز به                                                            

و بهینه سازی                MerBو   MerA خال  سازی پروتئین های                       

 فعالیت آنزیم در شرایط خار  از سلول می باشد.                                             

   merAمطالعه حا ر با هدف همسانه سازی هم زمان ژن های                                             

 به منظور تولید                   (+) pET28aدر وکتور بیانی                 merBو 

 طراحی گردید.               MerBو      MerAهمزمان آنزیم های فعال                       

 

 مواد و رو  ها             

برای این کار ابتدا از                         : merAالف( جداسازی و تک یر ژن های                             

 استخرا  پ سمید                  merAحاوی ژن           کلبسی  پنمونیه              باکتری        

 ()p P  8                                   ( به روش پیشنهاد شده توسط بیربویمBirn oim     و )

. پ سمید های استخرا  شده                          (18 )( صورت گرفت           Do yدولی )      

از این روش می توانند برای برش با اندونوکلئازها و متعاقبا  در                                                              

( به منظور تک یر                  11)   PCRهمسانه سازی  استفاده شود. واکنش                                 

با استفاده از جفت آلازگرهای رفت و                                      merBو    merAژن های      

با      CBI برگشت که بر اساس توالی های موجود در سایت                                          

به ترتی  برای ژن                    2.1   18  و     M1    .1شماره دستیابی               

merB     وmerA              ( تایید ژن             21انجام گرفت .)merA            با واکنش

انجام شد. توالی آنزیم های                             R1   هضم در حضور آنزیم                   

  merAبه منظور همسانه سازی ژن                            e I  و    B m Iبرشی    
پرایمرها در نظر گرفته                            تک یر شده به درون وکتور در ابتدای                                   

شد و پرایمرها برای ساخت به شرکت ماکروژن کره جنوبی                                                   

 (.  1سفارش داده شدند )جدول                       

 و وکتور نوترکی                  merAب( بررسی صحت ژن های                     
         -merB     : 

تک یر یافته، با                   D Aقطعات           :     merAبرش آنزیمی ژن                   -1

که به ترتی  در                     B mو    e  استفاده از سایت های برشی                          

ساختار آلازگرهای رو به جلو و عق  طراحی شده بودند و                                                    

دارای دو انتهای چسبنده برای هر دو آنزیم می باشند، برش                                                       

یافت. واکنش هضم توسط آنزیم های برشی به صورت دوگانه                                                    

انجام و مح ول هضم                    C  73 میکرولیتر در دمای                   11در حجم        

  LMP (      1شده بر روی ژل آگاروز با نقطه ذوب پایین )                                        

 (.    13بارگذاری شد )             

:   pET28a(+)-merBبرش آنزیمی وکتوربیانی نوترکی                                  -2

ابتدا         pET28a(+)-merBبرای به دست آوردن وکتور نوترکی                                  

(   pD 1  8استخرا  پ سمید )                  سراشیا مارسنسز              از باکتری           

با        merBبه منظور تک یر ژن                     PCRصورت گرفت. واکنش                  
استفاده از جفت آلازگرهای رفت و برگشت بر اساس توالی                                                    

برای          M1    .1با شماره دستیابی                    CBI موجود در سایت               

و     I   (. توالی آنزیم های برشی                         14انجام گرفت )                merBژن    

I  e                                                      به منظور همسانه سازی در ابتدای پرایمر در نظر گرفته

  با آنزیم های              pET28a(a)و وکتور           merB (. ژن     1شد )جدول          

   I     و  eI                                            برش داده شدند و پز از بارگذاری بر روی ژل

آگاروز،  باندهای مورد نظر خال  سازی و واکنش لیگاسیون                                                      

 نام پرایمر توالی پرایمر

  -GCTAGCATGACCACCCTGAAAATCACC-   merA- - he  

  -GGATCCTCATCCGGCGCAGCACGAA-   merA-R-Bam   

 ’-CCATGG-ATGAAGCTCGCCCCATATAT- ’ merB- - coI 

  -CATATG-TCACGGTGTCCTAGATGACA-   merB-R- deI 

 توالی پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه: 1جدول 
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درجه        11در دمای           (+)pET28aو وکتور             merBبین ژن        

 سلیسیوس به مدت یک ساعت انجام گرفت.                                    

اشریشیا کلی             به باکتری             pET28a(+)-merBوکتور نوترکی                
 منتقل شد. نوترکی  بودن وکتور                               Top1سویه      

pET28a(+)-merB              با روش هایPCR                   روی پ سمید، هضم

 برشی و توالی یابی تایید گردید. وکتورنوترکی                                            

pET28a(+)-merB                              اشریشیا کلی           به دست آمده به داخل باکتری  

و تک یر شد. به منظور همسانه سازی ژن هدف، ابتدا                                                    منتقل     

وکتور مورد نظر با روش های استخرا  پ سمید از باکتری                                                    

استخرا  و خال  سازی شد و در مرحله بعدی به وسیله همان                                                      

آنزیم ها برش دهنده ژن هدف، وکتور برش داده شد. با توجه به                                                          

اینکه وکتور مورد نظر حالت حلقوی داشت، پز از واکنش                                                   

به حالت           e  B m  11       هضم با دو آنزیم برش دهنده                           

الکتروفورز شد و باندی به                            LMPخطی در آمده و بر روی ژل                         

جفت باز، به منظور همسانه سازی ژن هدف                                        1711طول تقریبی            

از روی ژل خال  سازی گردید. اجزای واکنش هضم به حجم                                                   

و نیز وکتور هر کدام به                            merAمیکرولیتر عبارت بود از ژن                             11

میکرولیتر،              1به مقدار              B   er Tan o1نانوگرم،            211مقدار       

، آب        e  B m  از هر کدام از آنزیم های برشی                               واحد      1

میکرولیتر که به صورت هضم دوگانه در دمای                                           11مقطر استریل             

 C  73          (.  13ساعت برش داده شدند )                      11به مدت 

در وکتور بیانی نوترکی                           merAژن       A   ( همسانه سازی              
         -merB     :                      پز از هضم آنزیمی، ژنmerA       و

از روی ژل آگاروز                   merB-   )+( pET28aوکتورنوترکی               

  E pinTM Com o GP D Aجداسازی و با استفاده از کیت )                             

خال  سازی انجام شد. واکنش                                GeneA( شرکت        2 112-1

)اجزای          merB-   )+(pET28aو وکتور             merAات ال بین ژن              

 pET28a، وکتور )+(           n        711به        merAواکنش شامل: ژن                

n        111       آنزیم ،T  D A Li a e (1 )    ،T  D A Li a e 

B   er (1  )                     1میکرولیتر( به مدت                     7دو میکرولیتر و آب  

میکرولیتر از                11(. مقدار          21انجام شد )            C    22 ساعت در دمای              

اشریشیا         مح ول ات ال به ازای هر بار تراریزش، به سلول های                                                 
با کمک شو               2mM CaC     31 مستعد شده با               Top1سویه        کلی   

(. نتیجه نشان دهنده رشد تعدادی کلنی                                     17حرارتی منتقل شد )                 

میکروگرم در میلی لیتر                         11بر روی محیط گزینشی حاوی                         

 کانامایسین بود.                 

 :           )+(   -merA-merBد( تایید ساخت وکتور نوترکی                              

واکنش زنجیره ای پلی مراز بر روی کلنی های نوترکی :                                                       -1

کلنی نوترکی  با استفاده از خ ل دندان استریل، به عنوان                                                         14

D A                                 الگو به سایر مواد مح ول واکنشPCR              ا افه شد و

 حاصل از کلنی های نوترکی                             PCRالکتروفورز مح ول                  

 انجام شد.           

واکنش زنجیره ای پلی مراز بر روی پ سمیدهای استخرا                                                      -2

کلنی مشاهده شده حاصل از                           2شده از کلنی ها: پ سمید                        

( و     18استخرا  )            Birn oim and Do yواکنش ات ال به روش                  

 واکنش زنجیره ای پلی مراز با آلازگرهای اخت اصی ژن                                                

  merA                                                  بر روی پ سمیدهای استخرا  شده از کلنی ها صورت 

 (.      11گرفت )      

واکنش هضم بر روی پ سمیدهای نوترکی  استخرا  شده:                                                   -7

 برای اطمینان کامل از تایید حضور پ سمید نوترکی  حاوی                                                     

در کلنی های حاصل از واکنش ات ال،                                    merBو     merAژن های        

از روش هضم آنزیمی استفاده گردید. پ سمیدهایی که وجود                                                     

ژن در آن ها از طری  واکنش زنجیره ای پلی مراز با آلازگرهای                                                           

تایید شده بود، توسط آنزیم های برشی                                      merAاخت اصی ژن            

    III     و   I                .برش داده شدند 

 تعیین توالی ژن همسانه سازی شده: برای بررسی توالی                                                    -8

به صورت           merBو     merAژن های همسانه سازی شده                        

pET28a(+)-merAپ سمید نوترکی                   D Aنمونه         7جداگانه،          

-merB                                                    تایید شده به منظور تعیین توالی براساس پرایمرهای

( به  شرکت            21رفت و برگشت طراحی شده از روی وکتور )                                    

 ماکروژن کره جنوبی به منظورتوالی یابی ارسال گردید.                                                   

با شماره            merAبرای ژن           CBI توالی های ثبت شده در                      

با شماره دستیابی                    merBو ژن          2.1   18  دستیابی         

M1    .1                                                     با نتایج حاصل از توالی یابی، با استفاده از دو نرم

مقایسه گردیدند. نتیجه حاصل از                                  M  tia i nو   BLASTافزار       

توالی یابی درستی و تطاب  کامل توالی هر سه نمونه پ سمید                                                        
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و     merAبرای ژن           CBI ارسال شده را با نمونه ثبت شده در                                  
 نشان داد.           merBژن    

ه( انتقال پ سمید نوترکی  به باکتری اشریشیا کلی سویه                                                     
B    :                                                  پز از تایید پ سمیدهای نوترکی ، این پ سمیدها به

به روش شو  حرارتی                     BL21سویه      اشریشیا کلی             باکتری        

 جامد حاوی کانامایسین                        LBتراریزش شدند و در محیط                        

 (   m   11                                     کشت شدند. یک روز بعد با یکی از تک ) 

 کلنی های رشد کرده کشت خطی تهیه شد.                                  

:     A -   به روش          merBو     merAو( بررسی بیان ژن های                      
مای  حاوی             LBمیلی لیتر محیط                  11باکتری نوترکی  در                   

کانامایسین پیش کشت شده و به مدت یک شبانه روز در دمای                                                      

 C    73           با سرعتrpm    141                              درون گرمخانه قرار گرفت. در

میلی لیتر از پیش کشت باکتریایی، به ف سک                                           7مرحله بعد،            

مای  حاوی              LBمیلی لیتر محیط                211میلی لیتری حاوی                   111

(، منتقل شد. ف سک در                      m     11   آنتی بیوتیک کانامایسین )                        

قرار داده شد و پز از                        rpm     141گرمخانه شیکر دار با سرعت                        

 میلی لیتر از آن                   D   ،21     4 1رسیدن تراکم باکتری به                       

با للظت           IPTGبه عنوان نمونه شاهد پیش از القا برداشته،                                          

میلی مولار به ف سک ا افه و برای بررسی بیان در                                                1نهایی       

 ساعت نمونه برداری صورت                          11و     12ساعات صفر،            

گرفت. در کنار این  تیمارها، القای کنترل منفی )باکتری حاوی                                                           

 (. تمامی          21پ سمید فاقد ژن هدف( با همین شرایط آماده شد )                                            

 نمونه ها پز از اتمام مدت القا برای بارگذاری در                                              

  SDS-PAGE              ( مارکر پروتئینی                   28آماده شدند .)SM   1  

 شرکت فرمنتاز به عنوان نشانگر در کنار نمونه ها بارگذاری شد.                                                          

برای این منظور، پروتئین دارای دنباله                                      ز( تخلی  پروتئین:                   

از پروتئین های                    (+)pET28aهیستیدینی موجود در وکتور                          

درون سلولی دیگر، از کروماتوگرافی تمایلی با کمک ستون                                                     

( استفاده           i- TA  itri otri acetic acid تمایلی نیکل آگاروز )                    

 (.  21شد )    

 ( بررسی عملکرد باکتری های دارای وکتور نوترکی  در                                                   

به منظور مشاهده                 محیط حاوی جیوه معدنی و جیوه آلی:                                  

افزایش مقاومت به جیوه در باکتری های تراریخته و عملکردی                                                        

تولیدی از وکتور نوترکی ،                            MerBو     MerAبودن آنزیم های                

حاوی وکتور              BL21  سویه    اشریشیا کلی             میزان رشد باکتری های                      

فاقد ژن های                BL21سویه    اشریشیا کلی             نوترکی ، باکتری های                     

merA     وmerB                                       در زمان های مختلف در محیط حاوی جیوه

اندازه گیری و به صورت نمودار ترسیم گردید. باکتری های                                                      

حاوی وکتور بدون ژن هدف و باکتری های                                     اشریشیا کلی             

پز از         (+)merB-merA-PET28aتراریزش شده با وکتور                      

به چهار ف سک منتقل شدند. در                               D        7 1رسیدن به          

و     11،   1تیمارهای مستقل به هر کدام از نمونه ها مقادیر جیوه                                                   

21  ppm            ( و به همراه یک تیمار شاهد بدون                                 22ا افه شد )

در دمای درجه سلیسیوس قرار                             73جیوه در انکوباتور شیکردار                           

باکتری ها پز از گذشت مدت زمان                                 D    داده شدند. میزان                  

 ساعت در دو تکرار اندازه گیری گردید.                                     84و     28،   12،   4،   8،   2

 ( بررسی میزان جیوه آلی و معدنی در محیط کشت باکتری به                                                       

باکتری ها پز از                 (:        e        e      m            روش     

به ف سک های جداگانه منتقل                             7 1حدود        D    به    رسیدن       

و     21شدند. در تیمارهای مستقل به هر یک از نمونه ها مقادیر                                                     

81     ppm                                             جیوه ا افه شد و به همراه تیمارهای شاهد بدون

درجه سلیسیوس قرار داده شد.                              73شیکردار         جیوه در انکوباتور                   

میزان جیوه محیط کشت باکتری ها پز از گذشت مدت زمان                                                   

 (.  27ساعت با دو تکرار اندازه گیری شدند )                                     84

 

 یا ته ها          

: پز از استخرا  پ سمید از باکتری                                  merAالف( تک یر ژن               

انجام         merAبه منظور تک یر ژن                     PCRواکنش       کلبسی  نمونیه               

جفت بازی را بر روی ژل                         1114باند        PCRگرفت. مح ول             

  merAالکتروفورز نشان داد که با اندازه مورد انتظار برای ژن                                                      

 (.    1مطابقت داشت )شکل                  

  I    واکنش هضم با کمک آنزیم                           merAژن  جهت تایید تک یر                 

سایت        CBI انجام شد، زیرا با توجه به توالی های موجود در                                              

برشی آنزیم در وسط ژن کاهنده جیوه معدنی قرار دارد و بعد از                                                           

جفت باز ایجاد                 117و     1127واکنش هضم، دو قطعه با طول                           

درصد بیانگر               1شد. مشاهده این دو قطعه بر روی ژل آگاروز                                         
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 می باشد           PCRتایید تک یر ژن کاهنده جیوه معدنی در مح ول                                           

 (.    2)شکل      

  (+)pET28-merBaو وکتور نوترکی                    merAدر گام بعدی، ژن                 

برش داده شدند. مح ول هضم                             eI  و   B m Iبا آنزیم های              

(    LMP 1شده بر روی ژل آگاورز با نقطه ذوب پایین )                                        

جفت       1114با اندازه             merAبارگذاری شد و باند مربو  به ژن                                

  1711حدودا  با طول                 merB-     )+(pET28a باز و باند مربو  به                   

از روی ژل جداسازی                     merAجفت باز، برای همسانه سازی ژن                              

    Gen aو به منظور واکنش لیگاسیون با استفاده از کیت شرکت                                                  

 خال  سازی شدند.               

mب( همسانه سازی ژن                    e r A          نوترکی        .   در وکتور 
merB-   )+(                      :واکنش لیگاسیون بین ژن                       و تا ید آن

merA                    و وکتور نوترکیpET 28a )+(           درجه        11در دمای

ساعت انجام شد. برای بررسی تشکیل                                   8سلیسیوس، به مدت                 

بر       PCR، واکنش       pET28a(+)-merA-merBوکتور نوترکی                

بر روی پ سمیدهای                    PCRروی کلنی های نوترکی ، واکنش                             

استخرا  شده از کلنی های نوترکی ، هضم آنزیمی و توالی                                                     

حاصل از           PCRیابی صورت گرفت. با الکتروفورز مح ول                                     

عدد از کلنی های مربو                          2کلنی های نوترکی ، مشاهده شد که                                

را که تقریبا                merAباند مربو  به ژن                    14-1به چاهک های             

( که نشان از صحت                  7جفت باز بود، نشان دادند )شکل                                1114

 انجام همسانه سازی بود.                        

با الکتروفورز مح ول واکنش زنجیره ای پلی مراز حاصل از                                                      

عدد از پ سمیدهای                    7پ سمید استخرا  شده، مشاهده شد که                                  

را که         merAباند مربو  به ژن                    3و     1،   7مربو  به کلنی های                   

جفت باز بود، نشان دادند که نشان از صحت انجام                                                1114تقریبا          

 (.    8همسانه سازی بود )شکل                      

در حالت           pET28a(+)-merA-merBشماتیک سازه نوترکی                      

پ سمیدهای نوترکی                      .نشان داده شده است                   1حلقوی در شکل              

که در واکنش زنجیره ای پلی مراز با آلازگرهای اخت اصی ژن                                                        

merA                                            وجود ژن هدف در آن ها تایید شده بود، توسط 

برش داده شدند. س ز با                         I   و     III    آنزیم های برشی                

 بارگذاری مح ول هضم در ژل آگارز، همان طور که انتظار                                                    

جفت باز مربو  به                    2713می رفت دو قطعه به اندازه تقریبی                                 

و ژن        merA  1114)اندازه ژن              merA-merBژن های ترکیبی               

کلنی های باکتری.   روی  PCRت ویر الکتروفورز مح ول واکنش :  7شکل

C- نمونه بدون :D A   جفت بازی نشان  1114می باشد. مشاهده باند 

 تا از کلنی های باکتری حاوی وکتور نوترکی  هستند  2می دهد که 

(M1: مارکر   .)  

با آنزیم   merAت ویر الکتروفورز مح ول واکنش هضم ژن :  2شکل 

، دو CBI  . با توجه به توالی های موجود در 1بر روی ژل آگاروز        

جفت باز مشاهده شد که بیانگر  117و  1127باند مورد انتظار به اندازه 

  (.   1: مارکرMمی باشد ) PCRدر مح ول  merAتایید ژن 

با آلازگرهای   PCR ( مح ول 1ت ویر الکتروفورز )ژل آگاروز :  1شکل 

جفت بازی با 1141. باند کلبسی  نمونیه  D Aروی   merAاخت اصی ژن 

 2و  1مطابقت داشت. ستون های   merAاندازه مورد نظر برای ژن 

  (.   1: مارکرMکنترل منفی هستند ) -Cتکرارهای مستقل و 
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merB  177                                جفت باز           1711جفت باز( قطعه دیگر به اندازه

، مشاهده شد. با توجه به تشکیل                               (+)pET28aمربو  به وکتور                

دو قطعه پیش بینی شده از برش آنزیمی، پ سمید نوترکی                                                     

 (.      1تایید گردید )شکل                  

نتایج مقایسه توالی های پ سمیدهای نوترکی  با ژن های                                                    

merA            و ژن هایmerB            موجود در CBI                  درستی و مطابقت ،

در  شده در پ سمید را با توالی ژن های                                        merBو     merAکامل      

merA     وmerB          موجود در CBI                                 تایید کرد که بیانگر همسانه

)+( می باشد             pET28aسازی صحی  ژن ها در وکتور بیانی                                

 (.      4و     3)شکل های          

 و   erA   ، erB  ( بررسی میزان عملکرد پروتئین های                                   

اندازه گیری میزان رشد باکتری ها در محیط حاوی جیوه آلی و                                                             
حاوی      اشرشیا کلی            نتایج نشان داد که رشد باکتری های                                  معدنی:        

ساعت پز از ریختن                    12تا      merBو     merAوکتور فاقد ژن های                   

جیوه به شدت تحت تاثیر محیط حاوی جیوه قرار می گیرد و                                                     

 جیوه نمی باشند                 ppm21و     11حتی قادر به رشد در مقادیر                           

 (.    7)شکل      

  pET28a(+)-merA-merBباکتری های حاوی وکتور نوترکی                                

دارای قابلیت رشد در محیط حاوی جیوه بودند. با این حال با                                                         

افزایش میزان جیوه به محیط، رشد باکتری ها نسبت به نمونه                                                        

شاهد به وی ه در ساعت های اولیه کاهش یافت. بنابراین نتایج                                                          

حاوی وکتور بدون ژن                      اشریشیا کلی           توانایی رشد باکتری های                        

هدف و تراریخته نشان دهنده عدم مقاومت باکتری های                                                 

بدون وکتور نوترکی  و عملکرد پروتئین های                                           اشریشیا کلی           

MerA   وMerB                                           در باکتری های تراریخته و افزایش مقاومت 

 (.  11آن ها نسبت به جیوه موجود در محیط می باشد )شکل                                               

د( اندازه گیری میزان جیوه آلی و معدنی در محیط کشت                                                   

نتایج       (:       e        e      m        )        باکتری به روش               

حاصل بیانگر این است که باکتری تراریخته حاوی وکتور                                                   

PET28a+-merB-merA                                       از توان بالقوه ای برای پاکسازی جیوه

جیوه        ppm    81آلی ومعدنی برخوردار است. به طوری که از                                        

جیوه پز از گذشت مدت                       ppm     8ریخته شده در محیط فقط                     

 ساعت باقی ماند.                   84زمان      

:     A -   به روش          merBو ژن        merAه( بررسی بیان ژن                  
 merBو   merAشماتیک وکتور نوترکی  تهیه شده حاوی ژن های :  1شکل 

  در حالت حلقوی

روی پ سمیدهای استخرا  شده   PCRت ویر الکتروفورز مح ول :  8شکل 

: نمونه بیدون -Cدار. ­ های رشد یافته در محیط گزینشی کانامایسین  از کلنی

D A  های   دهد که کلنی  جفت بازی نشان می 1114باشد. مشاهده باند   می

  (.   1: مارکرMباکتری حاوی وکتور نوترکی  هستند )

-+PET28aت ویر الکتروفورز مح ول برش وکتور نوترکیی    : 1شکل 

merB-merA  با آنزیم های    III   و   I   و جیدا 1روی ژل آگاروز  

  (.   1: مارکرMجفت باز ) 2713با اندازه  merA+merBشدن 
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زیرهمچینی توالی آمینواسیدی پروتئین حاصل از وکتور همسانه .:  3شکل 

. رنگ قرمز CBI موجود در  MerAبا توالی پروتئین  MerAسازی شده 

تمام آمینواسیدهای مورد تواف  بیانگر شباهت کامل توالی آمینواسیدی 

 MerAحاصل از وکتور همسانه سازی شده با توالی پروتئین  MerAپروتئین 

 (.78می باشد) CBI موجود در 

حاصل از وکتور همسانه سازی  merBژن  D Aزیرهمچینی توالی   .:  4شکل 

. رنگ قرمز تمام توالی نوکلئوتیدی مورد CBI شده با توالی همان ژن در 

حاصل از وکتور همسانه سازی  merBتواف  بیانگر شباهت کامل توالی ژن 

 (.28می باشد ) CBI موجود در  merBشده با توالی ژن 

اشریشیا کیلیی تاثیر میزان جیوه در محیط کشت روی رشد باکتری  : 7شکل 

 حاوی وکتور بدون ژن هدف.

 اشریشیا کلییتاثیر میزان جیوه در محیط کشت روی رشد باکتری :  11شکل 

  merB  pET28a(+)-merA.تراریزش شده با
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بررسی بیان پروتئین ژن هدف بر روی ژل آکریل آمید، پروتئین                                                         

MerA                  کیلودالتون و پروتئین                        12با وزن مولکولیMerB          با وزن

کیلو دالتون را نشان داد. علت اینکه وکتور                                            27مولکولی         

pET28a               سویه    اشریشیا کلی             )+( در باکتری BL21             یک وکتور

هم قادر به بیان  عیف پروتئین                                 IPTGنشتی بود، بدون القا با                      

در نمونه             MerBو    MerAاست. بنابراین باند  عیف مربو  به                                

 (.  11پیش از القا مشاهده گردید )شکل                               

برای این منظور، پروتئین                         و( بررسی خال  بودن پروتئین:                             

دارای دنباله هیستیدنی موجود در وکتور نوترکی  از پروتئین                                                         

های درون سلولی دیگر از کروماتوگرافی تمایلی با کمک ستون                                                        

( استفاده           i- TA)  itri otri acetic acid تمایلی نیکل آگارز                   

خال           merAکیلودالتونی مربو  به                        12شد و باند مورد نظر                    

 (.  12شد )شکل         سازی      

 

 بح    

به دلیل اثرات مضر جیوه بر شکل زندگی، آن یک تهدید جهانی                                                        

برای انسان و سایر موجوات است. اگرچه جیوه یک عن ر                                                  

طبیعی است که در سراسر جهان وجود دارد. فعالیت های                                                  

انسانی به وی ه استخرا  معادن و سوزاندن سوخت های فسیلی                                                       

 باع  افزایش ورود جیوه به درون محیط زیست شده است.                                                  

ر       1411بیشترین انتشار جیوه به درون محیط زیست از سال                                              

داده و با انق ب صنعتی بر اساس سوختن زلال سنگ، سنگ                                                   

معدن فلزی، ذوب و استخرا  معادن ط  مرتبط است و به طور                                                      

تدریجی در جهان مقدار آن افزایش یافته است. به وی ه در آسیا،                                                            

آمریکای جنوبی و عیت بدتر شده که نیازمند مقرارت و قوانین                                                         

 (.  21سختگیرانه و تعیین اقدامات پالایش هست )                                     

گزارش های متعددی از باکتری های مقاوم به جیوه به داشتن                                                       

قابلیت جذب زیستی جیوه وجود دارد بسیاری از گونه های                                                    

در    باسیلوس         ( و     LABباکتری های اسید لاکتیک )                       سودوموناس،            

 شرایط زیست محیطی برای جذب جیوه ارا ه شده است                                              

( و همکاران مکانیسم جدید دیگری برای                                     I a(. عیسی )         27-21) 

(.    71حذف جیوه با کاربرد بالقوه زیست پالایی گزارش کردند )                                                  

یک ارگانوتیول                 کلبسی  نمونیه             آنها گزارش نمودند که باکتری                             

( تولید می کند که به                      DMDSفرار بنام دی متیل دی سولفات )                             

طور کارآمد می تواند جیوه را رسوب دهد. با این حال ماهیت                                                        

یک ماده           DMDSشیمیایی رسوب مشخ  نشد. ع وه بر این،                                     

خطرنا  و سولفید هیدروژن سمی است که می تواند خسارت                                                   

جبران ناپذیری به محیط زیست وارد نماید و این عوامل یکی                                                       

 از علل شکست این پروژه  بود.                             

بیوتکنولوژی، با استفاده از روش مهندسی ژنتیک راه های                                                     

جدیدی در تحقیقات زیست پالایی جیوه باز می کند. یکی از                                                     

 به سویه باکتری                   merاین روش های جدید، انتقال اپرون                              

 دینوکوکوس ردیودورانز                    بسیار مقاوم در برابر تابش                           

 . بیانید 1 12پروتئین روی ژل آکریل آمید  SDS-PAGEت ویر :  11شکل 

کیلودالتون و پیروتیئییین  12با اندازه  MerAمربو  به بیشترین بیان پروتئین 

MerB  درجیه  73سیاعیت در دمیای  11کیلودالتون، زمان  27با اندازه

میدت الیقیای   2قابل مشاهده اسیت. چیاهیک  1سلیسیوس در چاهک 

مربو  به نمونه پیش از  7درجه سلیسیوس. چاهک  73ساعت در دمای 12

 : مارکر.Mالقا می باشد. 

 1 12تخلی  پروتئین روی ژل آکریل آمید   SDS-PAGEت ویر: 12شکل 

،  E  tion1 ،8  )E  tion2 ،1  )E  tion(  7( واشینگ، 2( لودینگ، 1درصد. 

1 )E  tion   ،M.مارکر : 
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 ( e          r      r          ( بود )71    .) 

به       merانتقال ژن             2111( و  همکاران در سال                     Baeبایی )      

را مهندسی کردند که با ات ال بسیار                                     اشریشیا کلی           درون      

( باع  شد که شش برابر بیشتر از نو                                     IIاخت اصی به جیوه )                 

 (.    72وحشی جیوه را پاکسازی نماید )                            

( تولیدی از             DMDSاز آنجایی که دی متیل دی سولفات )                                

خطرنا  است، در این مطالعه آنزیم کاهنده                                        کلبسی  نمونیه               

خال  سازی و             کلبسی  نمونیه               ( مربو  به            merAجیوه معدنی )            

)+( از قبل طراحی شده تراریزش شد.                                  pET28a-merBبه وکتور          

  اشریشیا کلی           س ز برای بررسی زیست پالایی به باکتری                                     

منتقل شد. اگرچه پیش بینی شده که ممکن است                                             BL21سویه    

ارتباطی وجود داشته باشد. اما جز یات                                       merBو     merAبین     

 (.      27همچنان ناشناخته باقی مانده است )                                  merB-merAتعامل       

و        RCG سویه    باسیلوس         طیف  عیف مقاومت به جیوه از                            

  merBو ژن های            merBفرم های دیگری از ژن های                         

حساس به جیوه در                     اشریشیا کلی           هتروزیگوس به درون                   

سایر موجودات کارایی                       merBو   باسیلوس           merAشدند. ترکی              

بالایی برای حذف ترکیبات آلی جیوه نشان داد. بر این اساس                                                       

ها در حال             merBدر شرایط آزمایشگاهی خال  سازی                               

 (.      77پیشرفت است )            

 

 نتیجه  یری            

پز از ساخت وکتور نوترکی  ژن احیاکننده جیوه معدنی و                                                    

جیوه آلی و تایید وکتور نوترکی  ساخته شده از طری  هضم                                                      

و توالی یابی، رشد باکتری های تراریزش شده                                            PCRآنزیمی،         

در محیط حاوی جیوه نشان داد که مقاومت آن ها نسبت به                                                    

باکتری های بدون وکتور نوترکی  به میزان قابل توجهی                                                   

 افزایش یافت. این مساله نشان دهنده عملکرد بالای                                               

تولید شده در حذف جیوه و                           MerBو     MerAپروتئین های             

 افزایش مقاومت باکتری ها می باشد.                                

 

 ت کر و  دردانی              
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 حمایت مالی این تحقی  کمال امتنان را دارند.                                          
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Abstract 

Background & Objectives: Mercury due to stability and the high cost of conventional refinement 

methods is a major environmental problem in the world. Biological methods such as the use of 

bacterial-based bio-reactors or their enzymes are one of the bioremediation methods. MerA and 

MerB bacterial enzymes are used to decompose organic and inorganic compounds of mercury. 

This study was designed to clone merA and merB genes into the pET28a (+) expression vector for 

the production of MerA and MerB active enzymes. 

Material & Methods: At first merA and merB genes were isolated from mercury- resistant  

bacterial genome and subsequently cloned into pET28a(+) expression vector. Confirmation of 

cloning the target gene was achieved by PCR and restriction enzymes. Then pET28a(+)-merA-

merB recombinant vector was transformed into E.coli strain BL21. To assess resistance to  

inorganic and organic mercury by transformed bacteria and the functionality of the enzyme  

produced by a recombinant vector, the growth of E.coli strain BL21 containing the recombinant 

vector and without it were measured by adding mercury into the environment during 48 h. 

Results: Recombinant bacterial growth in medium containing different levels of inorganic and  

organic mercury was measured at different times. The result showed that the growth of E. coli 

containing no target gene in the vector was affected after introducing mercury into the medium till 

12 hours so that bacteria would not be able to grow at 10 and 20ppm mercury concentrations. 

However, transformed bacteria with pET28a(+)-merA-merB vector showed suitable growth in a 

mercury-containing medium. The SDS-PAGE analysis of extracted proteins from transformed 

bacteria with pET28a(+)-merA-merB vector on 12.5% acrylamide gel showed the highest MerA 

(62kDa) and MerB enzymes (23kDa) expression following 16 hours induction with 1mM IPTG at 

37ºC. 

Conclusion: Growth ability of transformed E.coli with recombinant vector indicates MerA and 

MerB proteins function in transformed bacteria. Furthermore, increasing resistance of  

recombinant bacteria to inorganic and organic mercury indicates that heavy metal pollution in the 

environment can be cleaned up with proper management through the construction of a  

recombinant vector.  
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