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  كيدهچ

. شـوند  اكسـيد روي بـه طـور وسـيع در صـنعت، لـوازم آرايشـي، بهداشـتي و پزشـكي اسـتفاده مـي            نانو ذرات: مقدمه
شـده اسـت، امـا اطلاعـات انـدكي در مـورد       م اانجهاي زيادي بر روي فعاليت ضد ميكروبي نانو ذرات متمركز  بررسي

 .  ها در دسترس است در برابر آن ها مقاومت باكتري

هـاي خـاك جمـع آوري شـده از منـاطق       مقاوم به نانو اكسيد روي از نمونه سودوموناسهاي  جدايه :ها  مواد و روش
 16S rRNAتـوالي ژن    وسـيله تحليـل   جدايه انتخاب شده به. مختلف از جمله معدن مس سرچشمه كرمان جداسازي شد

از  آزاد شـده  رويهـاي محلـول    يون. اثر نانو ذرات اكسيد روي بر روي سرعت رشد باكتري بررسي شد. شدشناسايي 
 بخشـي از تـوالي ژن مقـاوم بـه روي    . گيـري شـد   وسيله اسـپكتروفتومتري جـذب اتمـي انـدازه     نانو ذرات اكسيد روي به

(czcC) فيلوژنتيكي توالي پروتئين آن شناسايي شد  وسيله تحليل تكثير شده و به.  

 Pseudomonas sp. ZnO-2يه انتخاب شـده  نشان داد كه جدا 16S rRNAفيلوژنتيكي بر اساس توالي ژن   تحليل :نتايج
هاي نانو اكسيد روي مورد بررسـي، مشـابه نمونـه كنتـرل      الگوي رشد جدايه انتخاب شده در حضور تمام غلظت. است

دهد نانو ذرات اكسيد روي رشد جدايـه جداسـازي شـده را تحـت تـاثير قـرار        بود كه نشان مي) كشت فاقد نانو ذرات(
  .داراي اين ژن است Pseudomonas sp. ZnO-2و الكتروفورز نشان داد كه  czcCژن  PCR. نداده است

هـاي مقاومـت بـه فلـزات خـود را بـراي        هـا مكانيسـم   در طي فرآينـد تكامـل، ميكروارگانيسـم    :گيري بحث و نتيجه
هـاي   تاييد شد كه شباهت زيادي بـا ژن  PCRوسيله  به czcCوجود ژن . بخشند هاي مختلف بهبود مي سازگاري با محيط

  .دهد هاي ديگر نشان مي مقاوم به روي در باكتري

  سودوموناسنانو ذرات اكسيد روي، فلزات سنگين، مقاومت،  :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
نـــانو ذرات اكســـيد فلـــزي در مقيـــاس وســـيع بـــراي 

توليد . شوند كاربردهاي صنعتي و مصارف خانگي توليد مي
هاي محيطي  زياد از اين نانو ذرات، خطر آلودگيو استفاده 

هـاي محيطـي را    را افزايش داده و آلودگي خاك، بـاكتري 
نــانو ذرات اكســيد روي ). 1(تحــت تــاثير قــرار خواهــد داد

)ZnO (  ،ــوازم آرايشــي در صــنايع الكترونيــك، نســاجي، ل
  هــاي محــافظ  هــا، فــيلم  رنــگ ،هــا، پلاســتيك  اســپري

و بسـته بنـدي مـواد    حسگرهاي شيميايي ، اشعه ماورا بنفش
ايـن نـانو ذرات فعاليـت    ). 3و  2، 1(شوند استفاده ميغذايي 

هاي گـرم مثبـت و گـرم     ضد ميكروبي قوي بر عليه باكتري
ــي بـ ـ ــژه  همنف ــاري وي ــل بيم ــل   زاي  عوام ــم مث ــذايي مه غ
 3، سالمونلا2، ليستريا منوسيتوژنزO157:H71 لاياشريشياكو

ها نشـان   بررسي). 5 و 4(دارد  4و استافيلوكوكوس اورئوس
ت سـلولي  هاي فلـزي سـمي   ت نانو نسبت به يونداده كه ذرا

ها به درون غشاي سلولي  بالاتري دارند، زيرا امكان نفوذ آن
  ). 6(هاي فلزي در درون سلول بيشتر است  سازي يون و رها

باكتري . جنسي از گاما پروتئوباكترهاست سودوموناس
گرم منفي، ميله اي، هوازي، بدون اسپور، متحرك با تاژك 

ايـن جـنس   ). 8و  7( قطبي، اكسيداز و كاتالاز مثبت اسـت 
هايي با عملكردهـاي اكولـوژيكي، اقتصـادي و     شامل گونه

پزشكي است كه برخي اعضاي آن قادرنـد مـواد شـيميايي    
تواننـد   در نتيجه مي. دكننيط متابوليزه آلوده كننده را در مح

كـه فعاليـت    در حـالي ). 9(ندشـو استفاده  5تجزيه زيستيدر 
ــا    ــي بررســي شــده ام ــه فراوان ــانو ذرات ب ــي ن ضــد ميكروب

هـا در   اطلاعات اندكي در مورد مكانيسم مقاومـت بـاكتري  
بـر ايـن اسـاس هـدف از ايـن      . برابر اين ذرات وجـود دارد 

 سـودوموناس هاي  يهجداگري  جداسازي و غربال ،پژوهش
هاي دخيل  مقاوم به نانو اكسيد روي از خاك و شناسايي ژن

   .در مقاومت است
  

  ها مواد و روش
  جمع آوري نمونه

از ) گـرم از هـر نمونـه    100حـدود  ( هاي خاك نمونه
، مجتمـع  مناطق مختلف از جملـه معـدن مـس سرچشـمه    

مــس شــهيد بــاهنر و محوطــه تصــفيه خانــه آب و پســاب 
هـاي اسـتريل    در فلاسكمتري  سانتي 20كرمان، از عمق 

ــتر در    ــات بيشـ ــراي مطالعـ ــع آوري و بـ ــه  4جمـ درجـ
  . )10( گراد نگهداري شدند سانتي

 )ZnO(7نانو اكسيد روي 6تهيه محلول ذخيره

بـا  ) سـيگما، آمريكـا  (نانو ذرات پودري اكسيد روي 
نـانو   45تـا   35درصـد، انـدازه    99بيشتر از  درجه خلوص

. شداستفاده شكل متر، رنگ سفيد شيري و تقريباً كروي 
محلـول  . شـدند   تحليـل  XRD8وسـيله   اين نـانو ذرات بـه  

وسيله سوسپانسيون نمودن نـانوذرات در آب دو   ذخيره به
گـرم   ميلـي  100بار تقطير استريل براي تهيه غلظت نهايي 

دقيقه  30اين سوسپانسيون به مدت . فراهم شدليتر  بر ميلي
شــده تــا ايــن كــه سوسپانســيون  اولتراســونيك w 30بــا 
ايـن محلـول   ). 12و  11( شـد يدي يكنواختي فراهم يكلو
  . نگهداري شدگراد  درجه سانتي 4در 
  از خاكسودوموناس  هاي سازي و جداسازي سويه غني

آب ليتـر   ميلـي  10گـرم از هـر نمونـه خـاك در      يك
. شددقيقه ورتكس  يكمقطر استريل سوسپانسيون شده، 

ــيون در   ــدت   rpm 2000ايــن سوسپانس دقيقــه  10بــه م
از سوپرناتانت رقيـق شـده    ليتر ميلي 1/0ه، دسانتريفيوژ ش

داراي  PIA9هـاي اسـتريل حـاوي محـيط      به پتري ديـش 
. اضـافه شـد   ZnOاز ليتـر   ميكروگرم بر ميلي 100غلظت 
گـراد   درجـه سـانتي   30سـاعت در   72ها به مـدت   محيط

هاي مجـزا بـر روي محـيط انتخـابي      كلوني. انكوبه شدند
PIA        كشت مجـدد داده شـده تـا كشـت خـالص و يـك

  ).13( شود دستي از هر كلوني فراهم
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 ZnOهاي مقاوم به  سودوموناسغربال گري 

هـا بـر روي    هاي مقاوم، نمونـه  يهجدابراي جداسازي 
تــا  ZnO )100هــاي مختلــف  داراي غلظــت PIAمحــيط 

 5تا  3ها  كشت. غربال شدند) ليتر ميكروگرم بر ميلي 500
. گـذاري شـدند   گرمخانـه گـراد   درجه سـانتي  30روز در 

  . ها با سه تكرار انجام شد تمام آزمايش
هـاي   سنجش سرعت رشـد بـاكتري در حضـور غلظـت    

 ZnO مختلف

به منظور بررسي اثر نانو ذرات اكسيد روي بر سرعت  
 400تــا 100(آن هــاي مختلــف  رشــد بــاكتري، غلظــت  

هـاي اسـتريل    فلاسك. استفاده شد )ليتر ميكروگرم بر ميلي
بـه مـدت    LBمحيط كشت آبگوشـت   ليتر ميلي 50داراي 

 Tecna(اولتراسونيك ZnOدقيقه پس از اضافه نمودن  30

ليتـر   بر ميلـي   105CFU - حدود ها با فلاسك. شد )، ايتاليا6
درجـــه  30و در  شـــدهاز كشـــت تـــازه بـــاكتري تلقـــيح 

ميـزان  . گذاري شدند گرمخانه rpm 200با دور گراد  سانتي
 600 نـانومتر گيري جـذب نـوري در    رشد باكتري با اندازه

فلاسك داراي (نمونه كنترل مثبت شامل . گيري شد اندازه
و نمونـه  ) ذرات، بدون تلقـيح بـاكتري  محيط كشت و نانو 

ــامل   ــي ش ــرل منف ــت و   (كنت ــيط كش فلاســك داراي مح
  ). 14(است) باكتري، بدون نانو ذرات

نـانو اكسـيد    MTC10تعيين بيشترين غلظت قابـل تحمـل   
  روي
نانو اكسيد روي، جدايه مورد نظر  MTCبراي تعيين  

هـاي مختلـف نـانو     داراي غلظت MHA11بر روي محيط 
كشـت داده   )ليتـر  ميكروگرم بر ميلي 900تا  100(اكسيد 

درجـه   30در سـاعت   48شده و رشد آن پس از گذشت 
بـالاترين غلظتـي از نـانو     MTC. بررسـي شـد  گراد  سانتي

 ســـاعت 48اكســـيد اســـت كـــه اجـــازه رشـــد پـــس از 
دهـد   را مـي گـراد   درجـه سـانتي   30گـذاري در   گرمخانه

)15 .(  

 ZnOهاي روي از  سازي يون گيري رها اندازه

و  100هـاي   بـا غلظـت   ZnOسوسپانسيون تـازه اي از  
تنظيم  7و  6فراهم شده، اسيديته آن گرم بر ليتر ميلي 200
اين سوسپانسيون به مدت يـك سـاعت بـه ملايمـت     . شد

سـانتريفيوژ   g 15000دقيقه در  30تكان داده شده، سپس 
 30ده، دوبـاره بـه مـدت    مايع رويي جمـع آوري ش ـ . شد

غلظت يـون روي محلـول در مـايع    . شددقيقه سانتريفيوژ 
ــه   وســيله اســپكتروفتومتري جــذب اتمــي  رويــي ثانويــه ب

)Varian SpectrAA 220،  گيـري شـد    انـدازه ) اسـتراليا
  . آزمايش با سه تكرار انجام شد). 15(

  هاي باكتريايي هجدايشناسايي 
  الكتروفورزي  و تحليل 16S rRNAتكثير ژن 
DNA        ژنومي بـاكتري مـورد نظـر بـا اسـتفاده از كيـت
) DN8115 Cژن با شماره كاتـالوگ  سينا( DNA استخراج

  دو پرايمــر مــورد اســتفاده بــراي تكثيــر ژن. شــداســتخراج 
16S rRNA 8: عبارتند ازF با توالي  

5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´   
  :با توالي R 1541و 

-3´ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-5´ )16(  

ســــيكل تكثيــــر در دســــتگاه  30بــــا  PCRبرنامــــه 
جداسـازي اوليـه    :شكل انجام شداين ترموسايكلر به 

ــاي   ــته در دم ــدت    94دو رش ــه م ــه ب ــه، 5درج   دقيق

دقيقـه،   1درجه بـه مـدت    94باز شدن دو رشته در دماي 
دقيقـه،   1درجـه بـه مـدت     56اتصال پرايمرهـا در دمـاي   
دقيقـه و   2درجـه بـه مـدت     72طويل شدن رشته هدف در 

 .دقيقه 10درجه به مدت  72مرحله طويل شدن نهايي در دماي 
وســيله الكتروفــورز روي ژل آگــاروز  بــه PCRمحصــول 

وسـيله   جداسـازي شـده و بـه   ) مرك، آلمان(درصد  يك
تــوالي ژن توســط . شــداتيــديوم برومايــد رنــگ آميــزي 

اين تـوالي توسـط   . كره جنوبي تعيين شد 12بيونيرشركت 
، BioEdit ،Finch TVنـرم افزارهـاي مختلـف از جملـه     
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Gene Runner 17( شــد  بررســي و تحليــل... ســاير و .(
هـاي   توالي مورد نظر در سايت BLASTنتايج حاصل از 

NCBI13  وEBI14      بررسي شـده و توسـط نـرم افزارهـاي
CLC  وMEGA5 ــل ــد  تحليــ درخــــت ). 20 -18( شــ

ترسيم شده، در  Neighbor joiningفيلوژنتيكي به روش 
در بانـك ژن   sequinتوالي ژن توسط نـرم افـزار    ،نهايت

 . ثبت شد JX441330 15دست يابيبا شماره 

   (czcC) تكثير بخشي از ژن مسئول مقاومت به روي
 czcCژنومي، بخشـي از ژن   DNAپس از استخراج  
ــه ــر شــد PCRوســيله  ب پرايمرهــاي مــورد اســتفاده  . تكثي

ــد از ــوالي : عبارتنـــــ ــا تـــــ ــر رفـــــــت بـــــ   پرايمـــــ
5´-GATGACGTTGTTCGATGG-3´  

 و پرايمر برگشت با توالي

 5´-CGTCGAGGTAGGCAATCA-3´  
ســــيكل تكثيــــر در دســــتگاه  35بــــا  PCRبرنامــــه 

جداسـازي اوليـه    :شكل انجام شداين ترموسايكلر به 
ــاي   ــته در دم ــه   94دو رش ــه ب ــدت درج ــه، 5م   دقيق

ثانيـه،   45درجه به مـدت   94باز شدن دو رشته در دماي  
ثانيـه،   40درجـه بـه مـدت     56اتصال پرايمرها در دمـاي  

ثانيـه و   45درجه به مدت  72طويل شدن رشته هدف در 
. دقيقه 5درجه به مدت  72مرحله طويل شدن نهايي در دماي 

درصـد و   5/1بـا اسـتفاده از ژل آگـاروز     PCRمحصول 
ــاژ  ــافر   80ولت ــا اســتفاده از ب ــت ب . بررســي شــد TBEول

تعيين توالي شده و توالي نوكلئوتيدي آن  PCRمحصول 
. شـد به توالي پروتئين ترجمـه   ExPASyبا كمك سرور 

تــرين  ايــن تــوالي پــروتئين بــه منظــور شناســايي نزديــك 
درخـت   ،ه و در نهايتشدبلاست  czcCمحصولات ژني 
با اسـتفاده از مـدل    Neighbor joiningفيلوژني به روش 

  )21(رسم شد 16دو شاخصي كيمورا 
  

 نتايج

  شناسي نانو ذرات اكسيد روي  هاي ريخت تعيين ويژگي
نانو ذرات اكسيد روي را نشان  XRDالگوي  1شكل 

هاي استانداردي كه قبل گزارش شـده   دهد كه با داده مي
همخواني دارد و حالت كريستال بودن آن را تاييـد  ) 22(

  . كند مي

  
 ZnOنانو ذرات  XRDالگوي  -1شكل 
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  هاي مقاوم جداسازي و غربال گري سويه
روي از ه مقاوم به نانواكسيد جداي 5در اين پژوهش، 

ه در محـيط  جداي ـ 4ها،  از ميان آن .سازي شد خاك جدا
PIA نـانو اكسـيد روي   ليتر  ميكروگرم بر ميلي 200داراي

ليتـر   ميكروگرم بـر ميلـي   300ايدر محيط دار جدايه 2و 
 ZnO-2يـه  جدا ،در نهايت. ندكردنانو اكسيد روي رشد 

بــالاترين ) جــدا شــده از خــاك معــدن مــس سرچشــمه (
نشـان داد كـه بـراي     ZnOت به نانوذرات مقاومت را نسب

  . هاي بيشتر انتخاب شد بررسي

هـاي   بررسي منحنـي رشـد بـاكتري در حضـور غلظـت     
  ZnO مختلف

 .Pseudomonas spيـه  د جدامنحنـي رش ـ  2شـكل  

ZnO-2 هاي مختلف نـانو ذرات   در حضور غلظتZnO 
هـاي   الگوي رشد اين باكتري در غلظت. دهد را نشان مي

) ZnOبدون نانوذرات (مشابه نمونه كنترل  ZnOمختلف 
دهـد نـانو ذرات رشـد ايـن بـاكتري را       است كه نشان مي

  .تحت تاثير قرار نداده است
 

  

  
  هاي مختلف نانو اكسيد روي در حضور غلظت Pseudomonas sp. ZnO-2منحني رشد -2شكل

  

  نانو ذرات روي MTC تعيين
بررسي بالاترين غلظت قابل تحمل نانو ذرات اكسـيد  

نشـان داد   Pseudomonas sp. ZnO-2روي در جدايـه  
  هــاي بــالا تــا كــه ايــن جدايــه قــادر بــه رشــد در غلظــت 

  .نانو اكسيد استليتر  ميكروگرم بر ميلي 600
 

  ZnO محلول روي از نانو ذراتهاي  سازي يون رها
ــانو ذرات   ــزان رهــا شــدن يــون روي از ن در  ZnOمي

دهـد كـه    نتايج نشـان مـي  . نشان داده شده است 1جدول 
در محيط  سريعهاي روي  مقادير در خور توجهي از يون

هاي روي، بر هم كنش  سازي يون براي رها. دنشو رها مي
  . وجود دارداسيديته داري بين غلظت و  معني

  

 ZnOگرم بر ليتر نانو ذرات   ميلي 200و  100هاي محلول روي از سوسپانسيون  سازي يون  رها -1جدول

 6اسيديته  7اسيديته 

ليتر گرم برميلي200  ليتر گرم بر ميلي 100 ماده ليترگرم برميلي100  ليترگرم برميلي200   

 )ليترگرم برميلي(يون محلول روي  )ليتر گرم بر ميلي( روييون محلول 

003/0± 02/20 01/0±002/32 003/0±18/18 003/0±25/28 ZnO  
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  فيلوژنتيكي   تحليل
 .Pseudomonas spيـه  جداوابسـتگي فيلـوژنتيكي   

ZnO-2 16تـوالي ژن    وسيله تحليـل  بهS rRNA   مشـخص
روشي دقيق و سريع  16S rRNAفيلوژني ژن   تحليل. شد

  .هاست براي شناسايي موقعيت فيلوژني باكتري

تعيـين  ) جفـت بـاز   1500حدود (طول كامل اين ژن  
ارتبـاط   3شـكل  . توالي شده و درخت فيلوژني رسم شـد 
هـاي ديگـر نشـان     فيلوژنتيكي اين بـاكتري را بـا بـاكتري   

  . دهد مي

  

 
  .دهد هاي ديگر نشان مي يهجدارا با  Pseudomonas sp. ZnO-2يه جداكه وابستگي  16S rRNAدرخت فيلوژني رسم شده بر اساس توالي ژن  - 3شكل 

  

  
 czcC فيلوژنتيكي ژن  تحليل

 تقريبـا  czcCپرايمرهاي استفاده شده براي تكثير ژن  
. )4شـكل  (د كردن ـجفـت بـازي را ايجـاد     150يك باند 

توالي نوكلئوتيدي بـه تـوالي پـروتئين ترجمـه شـده و بـا       
هـاي ديگـر مقـاوم بـه      بـاكتري  CzcCهاي پروتئين  توالي

درخـت فيلـوژني بـر اسـاس تـوالي      . شـد  17تـراز  روي هم
هـا،   مقايسـه تـوالي  ). 5شـكل  (رسـم شـد    CzcCپروتئين 

تشـــابه زيـــادي بـــا ژن مقاومـــت بـــه روي در بـــاكتري  
   . نشان داد سودوموناس پوتيدا

  czcCژن  PCRمحصول الكتروفورز ژل آگاروز  -4شكل 
 Pseudomonas sp. ZnO-2جدايه  czcC ژن - DNA  2 نشانگر - 1
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  CzcCدرخت فيلوژني رسم شده بر اساس پروتئين  -5شكل 

  

  گيري  بحث و نتيجه
آلودگي خاك با فلزات سنگين و ذرات نانو در حال 

 هـاي  فعاليـت  نتيجه در طور گسترده به كهگسترش است 
ــدبشــر   اتفــاق صــنعت و معــدن كــاوي، كشــاورزي مانن
معـدن مـس سرچشـمه در جنـوب غربـي اسـتان       . افتد مي

هـاي متمـادي باعـث     كرمـان طـي فعاليـت خـود در سـال     
. هاي سطحي با فلزات سنگين شده اسـت  آلودگي خاك

توانـد اثـرات مهمـي بـر روي جمعيـت       اين آلـودگي مـي  
فلـزات سـنگين و     براي مثـال . ميكروبي بومي داشته باشد

ــي  ــانو ذرات م ــه  ن ــب گون ــد تركي ــل  ا توانن ــد مث ي و تولي
ــدود   ــميكروبــي را مح همچنــين، ممكــن اســت   . دكنن

ثير قـرار  أهاي ميكروبي مثل تثبيت ازت را تحت ت فعاليت
هاي  يهجدا با هدف شناسايي ،پژوهش حاضر). 23(د نده

بومي كه توانايي مقاومت در برابر نانوذرات  سودوموناس
هاي آلوده  محيط. اكسيد روي را داشته باشند، شروع شد

اي بـراي جداسـازي ايـن     به فلـزات سـنگين منـابع بـالقوه    
 . هاي مقاوم هستند باكتري

  ZnO آزاد شدن يون روي از نانو ذرات
ــاو همكــاران ــا  18ديمكپ ــد كــه ره ســازي  نشــان دادن

. و جرم اسـت اسيديته وابسته به  ZnOهاي محلول از  يون
كنـد،   اي كه همچنان كه غلظت افزايش پيـدا مـي   به گونه

هـاي كمتـري در    شـود و يـون   ميزان يون بيشتري آزاد مي
شود كه با نتايج اين  رها مي 6اسيديته نسبت به  7 اسيديته

پژوهشـگران زيـادي نشـان    ). 1(خـواني دارد   پژوهش هم
ها  ا از نانو ذرات به سميت آنه داده اند كه رها شدن يون

ــي  ــك م ــد  كم ــال ). 25و  24، 1(كن ــراي مث ــل و   ب چك
ند كـه آزاد شـدن يـون روي از    كردگزارش  19همكاران

بـه فعاليـت ضـد باكتريـايي نـانو اكسـيد        ZnOنانو ذرات 
همچنين، ديمكپا و همكـاران  ). 26(كند  روي كمك مي

ان هـا از ذرات نـانو را نش ـ   نقش بيولوژيكي رها شدن يون
ت اين ذرات هنگـام اسـتفاده از   اي كه سمي دادند به گونه

). 1(هـا از بـين رفـت     هـاي اختصاصـي يـون    كننـده  كلاته
بـا توجـه بـه ايـن نتـايج ممكـن اسـت مكانيسـم          بنابراين،

ــز همــان مكانيســم  ــانو ذرات روي ني ــه ن هــاي  مقاومــت ب
  . مقاومت به فلز روي باشد

  تكثير ژن دخيل در مقاومت
هـــا  در طـــي فرآينـــد تكامـــل، ميكروارگانيســـم    

هاي مقاومت به فلزات خود را بـراي سـازگاري    مكانيسم
ــا محــيط هــا  بــاكتري. بخشــند هــاي مختلــف بهبــود مــي ب
هاي مختلفي براي مقاومت در برابر عوامل ضـد   مكانيسم

هـاي   وسـيله ژن  محصولات كد شـده بـه  . ميكروبي دارند
سنگين را كـاهش داده  توانند سميت فلزات  مقاوم نيز مي

هـاي كـد شـده     آنـزيم   ،براي مثال). 23( كنندو يا حذف 
هاي مسوول مقاومت، عوامل ضد ميكروبي را  وسيله ژن به

ــر گــذار باشــند، تخريــب مــي   . كننــد قبــل از ايــن كــه اث
هــاي انتشــار بــه  هــا امكــان دارد پمــپ همچنــين، بــاكتري
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را كسب نمايند كه عوامل ضد ميكروبـي را قبـل   20خارج
در ايـن  ). 27(نـد  كناز اين كه به محل هدف برسند، دفع 

تشـابه   CzcCمقايسه تـوالي بخشـي از پـروتئين    پژوهش، 
درخـت    تحليـل . هـاي ديگـر نشـان داد    زيادي با بـاكتري 

 Pseudomonas sp. ZnO-2نشان داد كه  CzcCفيلوژني 
 Pseudomonas putida DOT- T1Eشاخه فيلوژنتيكي با 

بهترين مكانيسم مقاومت به روي سيستم  .دهد تشكيل مي
czc  اســت كــه مقاومــت بــه كــادميوم، روي و كبالــت را

/ پـورتر كـاتيون   اين سيستم به عنوان آنتـي . شود باعث مي
هـا بـه خـارج سـلول عمـل       پروتون پمـپ كننـده كـاتيون   

. يــك پــروتئين غشــاي خــارجي اســت  CzcC. كنــد مــي
CzcB  وCzcA  تند در فضاي پري پلاسمي گسـترده هس ـ

. كننــد هــاي آزاد جلــوگيري مــي و از رهــا شــدن كــاتيون
CzcD   بـا توجـه   ). 28(در غشاي سيتوپلاسمي قـرار دارد

هاي  توان نتيجه گرفت كه خاك به نتايج اين پژوهش مي
اي بـراي جداسـازي    آلوده به فلزات سنگين منـابع بـالقوه  

از طرفـي چـون   . هاي مقـاوم بـه ذرات نـانو هسـتند     جدايه
هـاي   اكسيد فلزي مقدار در خور تـوجهي يـون  ذرات  نانو

ت نماينـد كـه بـه سـمي     ر محيط آزاد ميفلزي محلول را د
كه ممكـن اسـت    كردتوان بيان  كند، مي ها كمك مي آن

ها در برابر  هاي مقاومت ميكروارگانيسم يكي از مكانيسم
هاي مقاومت در برابر فلزات  ذرات نانو نيز همان مكانيسم

  . باشد
  اني قدرد و تشكر
افرادي كه ما را در انجام اين پـژوهش يـاري    تماماز  

ولين محترم آزمايشگاه بيوتكنولـوژي  وويژه مس ه، بكردند
پژوهشگاه علـوم و تكنولـوژي پيشـرفته و علـوم محيطـي      

صـنعتي و فنـاوري پيشـرفته      دانشگاه تحصـيلات تكميلـي  
  .شود كرمان تشكر و قدرداني مي
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Abstract 

Introduction: The metal oxide nanoparticles of ZnO are widely used in industrial, cosmetic and 
medical applications. Many studies have focused on the antimicrobial activity of nanoparticles, 
but limited information on the resistance of bacteria to them is available.  

Materials and methods: The ZnO nanoparticles resistant Pseudomonas strains were isolated 
from the collected soils from different areas such as Sarcheshmeh Copper mine in Kerman 
province of Iran. The selected strain was identified by 16 s rRNA gene sequencing analysis. The 
effect of ZnO NPs on the bacterial growth kinetic was studied. Release of soluble Zinc ions 
from ZnO NPs were measured by an atomic absorption spectroscopy. The partial sequence of 
Zinc resistance gene czcC was amplified and identified by phylogenetic analysis of its protein 
sequences. 

Results: Phylogenetic analysis based on the 16 s rRNA gene sequence showed that the selected 
strain was Pseudomonas sp. ZnO-2. The growth pattern of selected strain with all studied ZnO 
NPs concentration was similar to that of control, indicating that ZnO NPs would not affect the 
growth of isolated strain. During dispersion a substantial amount of zinc ions was quickly 
released from ZnO NPs. PCR amplification of czcC gene and electrophoresis showed that 
Pseudomonas sp. ZnO-2 carried this gene. 

Discussion and conclusion: Through the evolutionary process, microorganisms have improved 
their heavy metal resistance mechanisms to adapt to adverse environment. The existence of the 
czcC gene was confirmed by PCR and it showed high homology with Zinc resistance genes 
from other bacteria.  
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