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Abstract 

Introduction: Sulfate adenylyltransferase catalyzes adenosine phosphosulfate (APS) to 

generate ATP and sulfate, which is the final stage of the sulfite oxidation to obtain energy, and 

4Fe_4S ferredoxin as an enzyme member of the electron transfer chain plays an important role 

in the oxidation of ferrous iron in the bioleaching system. Efforts to optimize bacterial growth 

conditions will also increase the gene expression, which will be accompanied by an increase in 

the efficiency of the microbial leaching system. Accordingly, the present study aimed to 

investigate the gene expression related to the proteins in Sulfobacillus thermosulfidooxidans 

along with the application of changing factors in the culture medium. 

Materials and methods: For culture, different concentrations of chalcopyrite, yeast extract, and 

ferrous iron ion were added to a 9K medium. Bacteria were purified and bacterial RNA 

extraction and cDNA synthesis were performed. To investigate the expression level of the genes 

under study, the Real-time PCR reaction was performed and the results were analyzed by the 2-

∆∆CT
 method. The results were also analyzed by Tukey and Duncan tests using SPSS version 21 

with the P-value of ˂0.05. 

Results: Using the results of the PCR, the genes in question were identified and primers were 

confirmed. The highest percentage of copper extraction in the four test environments was in the 

No. 2 environment with 48.75% in which the 4Fe_4S ferredoxin gene had the highest 

expression than the other test environments. The highest expression of the Sulfate 

adenylyltransferase gene was related to the medium No. 4 in which the percentage of copper 

extraction was 39.16%. 

Discussion and conclusion: The composition of the bacterial culture medium can change the 

expression of genes and the percentage of copper extraction. The most suitable test medium was 

obtained for the extraction of copper in a 10-micron size, the presence of 1.5 g/L ferrous ion, 

and the absence of yeast extract. 
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 کیدهچ

که شوا می ATPتولید ترکیبات سول ات و سبب مونوفس ات ترانس راز بر آانوزینآانیلیلأثیر آن یم سول اتت مقدمه:

 فراوکسیین 4Fe-4Sمرحلۀ نهایی اکسیداسیون سول یت برای کسب انرژی است. ار سیسدم آبشیویۀ میکروبیی، آنی یم 

کران شیرای  منظور بهینیهکند. تلا  بیه)عضو زنجیرۀ اندقا  الکدرون  نقش مهمی را ار اکسیداسیون آهن فرو ای ا می

شیوا  ها را ار پی خواهد ااشت که با اف ایش بازا  سیسیدم آبشیویۀ میکروبیی همیرا  میرشد باکدری، اف ایش بیان ژن

سول وباسیییلوس هییا ار بییاکدری وط بییه اییین پروتئینهییای مربییبنییابراین هییدو پییژوهش حارییر، بررسییی بیییان ژن
 شد  ار نظر گرفده شد.کشت اسد اا همرا  با اعما  تغییر ار عوامل تأثیرگ ار ار م ی  ترموسول یدواکسیدانی

، یون آهن فرو و های مد اوتی از کنساندرۀ کالکوپیریدیبا غلظت 9Kها ار م ی  پایۀ کشت باکدری ها:مواد و رور

انجیام شید.  cDNAبیاکدری و سیاخت  RNAها و تخلیص آنها، اسیدخرا  از رشد باکدریمخمر انجام شد. پی عصارۀ

 CT-2∆∆وت لیل ندیای  بیه رو  انجیام و تج ییه Real Time PCRهای یااشد ، واکینش منظور بررسی می ان بیان ژنبه

 بررسی شدند. P˂0.05  ار سطح 21)نسخۀ  SPSSاف ار های توکی و اانکن و با نرمندای  با آزمون انجام شد.

شید ، بیشیدرین های مدنظر شناسایی و آغازگرها تأیید شدند. بین  هار م ی  آزمایش، ژنPCRبه ندای  باتوجه: نتایج

فراوکسین بیشیدرین  4Fe-4Sارصد مربوط بوا که ار آن، ژن  75/48با می ان  2ارصد اسدخرا  می به م ی  شمارۀ 

مربیوط  4به م ی  شیمارۀ  ترانس رازآانیلیلسول اتهای آزمایش ااشت. بیشدرین بیان ژن ه ایگر م ی بیان را نسبت ب

 ارصد بوا. 16/39بوا که ارصد اسدخرا  می ار آن 

ترین ها و ارصد اسدخرا  می را تغییر ااانید و مناسیبکشت باکدری بیان ژنترکیبات م ی  گیری:بحث و نتیجه

لیدیر ییون آهین فیرو و برگرم 5/1میکیرون، حضیور  10بیرای اسیدخرا  میی ار انیداز   رات حالت م ی  آزمیایش 

 حضورنداشدن عصارۀ مخمر به است آمد.

، آبشیویۀ سول وباسیلوس ترموسول یدواکسیدانی، فراوکسین 4Fe-4S، ترانس رازآانیلیلسول ات های کلیدی:واژه

 میکروبی

https://bjm.ui.ac.ir/article_25133.html


 

 

  1399پایی  ،  35شمار ، نهمسا  ها، شناسی میکروارگانیسمزیست فصلنامه علمی  18

 

 

 مقدمه

شکل فناوری سازگار با به فناوریتوس ۀ زیست

سوی ها ار صنایش م دنی را بهزیست، پژوهشم ی 

 . 2و  1اسد صا  فل ات از منابش م دنی سوق ااا  است )

ای با کارایی مؤثر برای ساا  آبشویۀ میکروبی، فناوری

عیار و های کمسنگاسدخرا  فل ات از کان

  .3شوا )های م دنی م سوب میکنساندر 

کاررفده ار فرایند آبشویۀ میکروبی بر ری موجواات به

حسب مقاومت حرارتی به سه اسدۀ م وفیل، ترموفیل 

شوند که اامنۀ دی میبنم دد  و ترموفیل مطلس تقسیم

ارجۀ  45تا  20های م وفیل امای کاربرای باکدری

ارجۀ  55تا  40های ترموفیل م دد  گراا، باکدریساندی

گراا ارجۀ ساندی 85تا  60گراا و ترموفیل مطلس ساندی

ترین کانی سول یدی می کالکوپیریت مهم . 6-4است )

ایند موجوا ار جهان است  باوجوااین، مشکل عمدۀ فر

آبشویۀ میکروبی کنساندرۀ کالکوپیریدی می با کاربرا 

های م وفیل، سرعت کم واکنش ان لا  و باکدری

های  . اسد اا  از باکدری8و  7بازیابی کم می است )

پ یری ترموفیل اارای ت مل امای بیشدر، ظرفیت ت مل

تر، های مدابولیکی مناسببیشدر به فل  و اارای ویژگی

  .10و  9)کند میقبو  را م دمل دای  قابلاسدیابی به ن

، باکدری 1سول وباسیلوس ترموسول یدواکسیدانی

، هوازی و اسپوراار است که ترموفیل م دد  گرم مثبت

است و ار  4/2تا  6/1اسیدیدۀ مناسب برای رشد آن 

 . 12و  11)ف ا  است گراا ارجۀ ساندی 55تا  45امای 

جهان ار زمینۀ  تاکنون اقدامات وسی ی ار سراسر

های مخدلف تغییرات ژنومی و مهندسی ژندیک باکدری

ار  .انداند و ندای  مثبدی را به همرا  ااشدهانجام شد 

های ای به باکدریهای اخیر نی  توجه ویژ پژوهش

اسیداوست شد  است و شرای  بهینۀ ف الیت و 

های ژندیکی و بیوشیمیایی آنها ار حد مطلوبی ویژگی

   بر این اساس، مشخص شد  14و  13اند )د ت یین ش

 های کلیدی مخدل ی مانند ژناست ژن

ار  3فراوکسین 4S-4Feو ژن  2ترانس رازآانیلیلسول ات

با  ترموسول یدواکسیدانیسول وباسیلوس باکدری 

اکسیداسیون گوگرا و آهن طی سیسدم آبشویۀ میکروبی 

 . آن یم 15ف ا  مرتب  هسدند )

 (APS)فس وسول ات ترانس راز، آانوزینیلآانیلسول ات

کند که مرحلۀ و سول ات کاتالی  می ATPرا برای تولید 

آوران انرژی استنهایی اکسیداسیون سول یت برای به

های کو ک، ها، پروتئین . فراوکسین18-16است )

های اهندۀ الکدرون هسدند که ار سیسدماسیدی و اندقا 

 4Fe-4S . پروتئین 19)احیای زیسدی حضور اارند 

عضو زنجیرۀ اندقا  الکدرون است و نقش فراوکسین 

مهمی ار اکسیداسیون آهن فرو ار سیسدم آبشویۀ 

عوامل مد دای بر فرایند  . 15کند )میکروبی بازی می

گ ارند که عبارتند از: آبشویۀ میکروبی فل ات تأثیر می

، اما، اور هم ن، فل ات سنگین، یون آهن، اسیدیده

 گالی پالپ، مواا م دنی و ترکیبات آلی، نوع 

کربن، اکسیدکشت، سویۀ باکدری، ایسنگ، م ی کان

 . 20اکسیژن، اندازۀ  رات، پدانسیل اکسیداسیون و احیا )

عصارۀ مخمر یکی از منابش اصلی رشد باکدری 

ت و اف وان اس سول وباسیلوس ترموسول یدواکسیدانی

عصارۀ مخمر، اف ایش می ان اکسیداسیون گوگرا و 

 . 21و  11اکسیداسیون یون آهن فرو را ار پی اارا )

رو، اهمیت آهن ار سطح زمین فراوان است و ازاین

زیاای ار  رخۀ طبی ی اارا و نقشی کلیدی ار 

ای ا  4فرایندهای آبشویۀ میکروبی و اکسیداسیون زیسدی

باکدری، بازاهی اکسایش و تشکیل کند و روی رشد می

 . ار مطال ۀ حارر، تأثیر 22گ ارا )می رسوب تأثیر
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عوامل مخدلف ازجمله حضور یون آهن فرو و عصارۀ 

های اکسیدکنندۀ کشت روی بیان ژنمخمر ار م ی 

سول وباسیلوس آهن و گوگرا ار باکدری 

ااان بررسی شد تا با اف ایش ترموسول یدواکسیدانی

ها، های یااشد  همرا  با ف الیت بیشدر باکدریبیان ژن

 هدو اف ایش بازا  آبشویۀ میکروبی تأمین شوا. 

  

 هامواد و رور

کنساندرۀ کالکوپیریدی  بررسی کنسانترۀ کالکوحیریتی:

لازم از آزمایشیییگا  بیوهییییدرومدالوژی مجدمیییش میییی 

ارصید  80از خراکران، انیدازۀ سر شمه اریافت و پی

میکرون شد. بررسی شییمیایی  10های عبوری برابر نمونه

و  XRFوت لیل کنسییییاندرۀ کییییالکوپیریدی بییییا تج یییییه

شناسی آن به کمک میکروسکوپ بیا نیور پلاریی   کانی

 شد. ت یین 

منظور کشییییت بییییاکدری بییییه کشووووت بوووواکتری:

کییه از م ییدن  سول وباسیییلوس ترموسول یدواکسیییدانی

 3شامل  9kمجدمش می سر شمه جدا شد، از م ی  پایۀ 

لیدیییییییر برگرم 5/0آمونیوم، لیدیییییییر سیییییییول اتبرگرم

 1/0پداسییم، ایلیدیر فس اتبرگرم 63/0منی یم، سول ات

کلسیم لیدر نیدراتبرگرم 014/0پداسیم و لیدر کلریدبرگرم

  .23اسد اا  شد )

لیدیییر برگرم 50کشیییت اولییییۀ بیییاکدری،  منظوربیییه

لیدر سول ور اسدریل به م ی  پایۀ برگرم 5آهن و سول ات

9k کشییت لیدییر م ی میلی 200کییه طوریارییافه شیید  به

 500علاوۀ بییاکدری یااشیید  ار هییر ارلیین شیید  بییهساخده

کشییت و ارلیین حییاوی م ی  لیدییری وجییوا ااشییت.میلی

گراا و اور ارجۀ سیاندی 50باکدری به انکوباتور با امای 

از اوراراقیقه اندقا  یافت تا رشد انجیام شیوا. پیی 135

ترتیب کیه اینانجام شید  بیه سازگارکرانرشد باکدری، 

لیدر از کشت اولیۀ باکدری یااشد  )ارصد تلقییح میلی 30

علاوۀ بییه 9k  پایییۀ لیدییر م یییمیلی 170ارصیید  بییه  15

از رشد باکدری ار کنساندرۀ کالکوپیریدی اف وا  شد. پی

 گالی پالپ کمدر، اندقا  به م ی  جدید با  گالی پالپ 

 5بیشدر انجام شد تا ارنهاییت، بیاکدری بیا  گیالی پالیپ 

از  سییازگارکرانارصیید سییازگار شیید. ار همییۀ مراحییل 

 135گراا و اور ارجییۀ سییاندی 50انکوبییاتور بییا امییای 

 اوراراقیقه اسد اا  شد.
طراحی و تهیۀ چهوار محویر رشود و کشوت نهوایی 

منظور انجام پیژوهش،  هیار م یی  آزمیایش به باکتری:

م یی  او  طراحی شدند کیه  1های جدو  طبس شاخص

ترتیب که عصیارۀ مخمیر و اینبرای شاهد اندخاب شد  به

هییای تکثیرشیید  ار باکدری آهیین فییرو را نداشییت. یییون

ارصید بییه  15ارصیید بیا ارصید تلقیییح  5 گیالی پالیپ 

کییه طوریلیدییری مندقییل شییدند  بهمیلی 500هییای ارلن

کشت و باکدری لیدر از ترکیب م ی میلی 200ارنهایت، 

 50با امای ها به انکوباتور ار هر ارلن وجوا ااشت. ارلن

اوراراقیقیه مندقیل شیدند  135ر گراا و اوارجۀ سیاندی

 تا رشد انجام شوا.

 
 شد اسد اا  شد  با مقدار مد اوتی از ترکیبات هار آزمایش طراحی -1جدو  

 شمارۀ آزمایش  گالی پالپ )ارصد  )میکرون اندازۀ  رات  عصارۀ مخمر )ارصد  برلیدر غلظت یون آهن فرو )گرم

0 0 10 5 1 

5/1 0 10 5 2 

0 04/0 10 5 3 
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5/1 04/0 10 5 4 

 Eh های کشوت:ارزیابی و بررسی شرایر بهینۀ محیر
گیری شیدند و مدر انداز pHمدر و Ehترتیب با و اسیدیده به

  .24ها با میکروسکوپ نوری انجام شد )شمار  باکدری

 RNAمنظور اسییدخرا  بییه بوواکتری: RNAاسووتخرا  

از م لیو   C ارجیۀباکدری، ابددا کنساندر  با کاغ  واتمین 

هیا ار هرییک گیری باکدریجداسازی شد  سپی رسیوب

با اسد اا  از کییت  RNAاز  هار م ی  انجام و ارنهایت، 

  .13کانااا  اسدخرا  شد ) (BioBasicاخدصاصی آن 

ژ   شوده:استخرا  RNAوتحلیل کیفی و کایّ تجزیه

ارصد برای بررسی کی یت و تأییید  1الکدروفورز با آگارز 

RNA منظور شییید  اسییید اا  شییید و بیییههیییای اسدخرا

، cDNAمصییرفی ار سییاخت  RNAبوان غلظییت یکسییان

 DNaseهای تیمارشید  بیا موجوا ار نمونیه RNAغلظت 

)سیییناژن  بییا اسییدگا  نییانواراپ خوانیید  و بییرای سییاخت 

cDNA میکروگیرم از  1ها، مقیدار هریک از نمونهRNA 

  .15اسد اا  شد )

هییییای RNAمنظور تبییییدیل بییییه :cDNAسوووواخت 

و ساخت الگو برای انجیام  DNAشد  از سلو  به اسدخرا 

میکروگییرم از هییر  1، مقییدار Real Time PCRواکیینش 

RNA  طبییس اسییدورکار کیییت )پییارس تییوس  بییهcDNA 

  .13تبدیل شد )

برای کندیر   PCRواکنش  ای حلیاراز:واکنم زنجیره

و تأیییید اتصییا  آغازگرهییا انجییام شیید   cDNAکی یییت 

هییای cDNAمیکرولیدییر از هریییک از  1ترتیب کییه اینبییه

سند شد  همرا  بیا آب و آغازگرهیای مخصیور هیر ژن 

کییییییییییییه بییییییییییییا اسیییییییییییید اا  از سییییییییییییایت 

www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast  طراحییی

شدند و شرکت مدابیون آلمان آنهیا را سیند  کیرا )جیدو  

 2x PCRBIO Taq Mix ، طبس اسدور کار مسدرمیکی 2

Red (PCRBIOSYSTEMS  آمییاا  و سییپی  انگلیییی

، آمریکیا  Bio Radبا اسدگا  ترموسایکلر ) PCRواکنش 

وت لیل جیام شید. تج ییهان 3و طبس برنامیۀ امیایی جیدو  

 2بییه کمییک ژ  الکدروفییورز بییا آگییارز  PCRم صییو  

ارصد انجام شد. ژ  آگیارز بیا اسید اا  از تصویرسیاز ژ  

   مشاهد  شد.، انگلییUvidocااک )

 
 اسد اا  شد آغازگرهای توالی  -2جدو  

 نام ژن  3-5توالی )

CCAAATTGCCACAGGAGCTT 
AGATGCAAATGACGAGCGAC 

Sulfate adenylyltransferas (F) 
Sulfate adenylyltransferas (R) 

GCCAAGACACCAAAGACCAG 
AAGCGGCGTTAATCTCGATG 

4Fe-4S ferredoxin (F) 
4Fe-4S ferredoxin (R) 

CCTACGGGAGGCAGCAGCGG 
TGCTTCTTCTTGGATTCACG 

16S rRNA (F) 
16S rRNA (R) 

 
 PCRزمانی واکنش  ۀبرنام -3جدو  

  رخه زمان گراا اما )ارجۀ ساندی توری ات

 1 اقیقه 7 95 شدن او رشده شدن )جدااناتور 

 42 ثانیه 10 95 شدناناتور 

 42 ثانیه 30 56 اتصا  ) سبیدن آغازگرها 

 42 ثانیه 20 72 شدنطویل
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 1 اقیقه 5 72 شدنطویل

 Real Time PCRواکینش  :Real Time PCRانجوا  

 2x qPCRBIO SyGreenطبس اسدورکار مسیدرمیکی 

Mix (PCRBIOSYSTEMSکیییه حیییاوی   ، انگلییییی

 Realرنیگ سیایبرگرین بیوا، انجیام شید. هیر واکینش 

Time PCR  10میکرولیدییر حییاوی  20بییا حجییم نهییایی 

میکرولیدیر از هرییک از  2X ،8/0میکرولیدر مسدرمیکی 

و  cDNAمیکرولیدیر  1آغازگرهای مسدقیم و م کیوس، 

میکرولیدر آب و عیاری از نوکلئیاز بیوا. ایین فراینید  4/7

بیییرای سییینجش بییییان هیییر او ژن ار هیییر سیییه نمونیییۀ 

این ار بیر شد  و نمونیۀ شیاهد انجیام شید  علاوآزمایش

تیوالی آغیازگر باکدری که  16S rRNAها، ژن همۀ نمونه

  الگییوبرااری شیید و شییرکت مدییابیون 13آن از مقالییه )

شاهد ااخلیی ار نظیر   ،2آلمان آن را سند  کرا )جدو  

منظور اطمینان از ارسدی واکنش، او تکرار . بهگرفده شد

برای هر آزمایش ار نظر گرفدیه شید و بیرای اطمینیان از 

نبوا آلواگی و خطاهای حاصل از آن، سیه شیاهد من یی 

برای هر ژن منظور شد که ار آنها، می ان الگیوی میدنظر 

(cDNA) منظور با آب مقطر جایگ ین شد. ارنهاییت بیه

، شید بهینهه امیای اتصیا  آغیازگر بیهیا باتوجهتکثیر ژن

 Real Time PCRبیه اسیدگا   3برنامیۀ امیایی جیدو  

(Roche   مدLightSycler96( 13، آلمیان  ااا  شید . 

برای م اسبۀ می ان تغییرات بیان ژن مدنظر  CT∆∆-2رو  

طرفییه هییا بییا آنییالی  واریییانی یکاسیید اا  شیید. ااا 

ANOVA هییییییای و آزمونTukey  وDuncan  و بییییییا

 P˂0.05  بررسییی شییدند و 21)نسییخۀ  SPSSافیی ار نرم

  .13ت اوت م نااار ار نظر گرفده شد )

بییر اسییاس ندییای   بررسووی میووزان بازیووابی مووس:

وت لیل شیییمیایی، مییی ان مییی اولیییه ار کنسییاندرۀ تج یییه

به مقیدار شد  به است آمد و باتوجهکالکوپیریدی بررسی

 شد.نهایی می، می ان بازیابی م اسبه 

 نتایج
ندیای   وتحلیل کنسوانترۀ کوالکوحیریتی:نتایج تجزیوه

شناسییییی کنسییییاندرۀ شیییییمیایی و کانیوت لیل تج یییییه

 شوند.اید  می 5و  4های کالکوپیریدی ار جدو 
و اسوووویدیتۀ مرحلووووۀ  Ehگیری نتووووایج انوووودازه

 هوای مختلو :ها با چگوالی حال سازگارکردن باکتری
و  1ها ار شکل نمونه Ehگیری اطلاعات مربوط به انداز 

 شوند.اید  می 2گیری اسیدیدۀ آنها ار شکل ندای  انداز 

 
شیمیایی کنساندرۀ کالکوپیریدی وت لیل تج یه -4جدو  

 شد اسد اا 

 ارصد وزنی نوع ماا 

Cu 80/23 

CuO 26/0 

Fe 66/29 

3O2Al 10/2 

2SiO 12/6 

CaO 35/0 

S 55/33 

 
شناسی کنساندر  کالکوپیریدی کانیوت لیل تج یه -5جدو  

 شد اسد اا 
 نوع مینرا  ترکیب ارصد وزنی

195/1 S2Cu کالکوسیت 

072/2 CuS کوولیت 

800/56 2CuFeS کالکوپیریت 

0 Cu-N می طبی ی 

440/2 4FeS5Cu بورنیت 

487/26 2FeS پیریت 

284/0 2MoS مولیبدنیت 

0 FeOOH لیمونیت 

582/0 ZnS اس الریت 

0 3O2Fe هماتیت 
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0 4O3Fe مگندیت 

 های غیرفل یجمش کل مینرا  - 684/9

 های اکسیدیجمش کل مینرا  - 456/0

 
های اارای  گالی کشتم ی  Ehمی ان تغییرات  -1شکل 

 های مخدلف کنساندرۀ کالکوپیریدیپالپ

 

 
های اارای  گالی کشتم ی  اسیدیدۀمی ان تغییرات  -2شکل 

 های مخدلف کنساندرۀ کالکوپیریدیپالپ

 
و اسووویدیتۀ هریووو  از  Ehگیری نتوووایج انووودازه

هیا بیا از سازگارشیدن باکدریپیی های آزموایم:محیر

هییا طبییس ارصیید، کشییت نهییایی باکدری 5 گییالی پالییپ 

ار  هار م یی  آزمیایش انجیام شید.  3ترکیبات جدو  

 2و  1هییای آزمییایش و اسیییدیدۀ م ی  Ehگیری انییداز 

یابید و ها، ابددا اسیدیده اف ایش مینشان ااا ار این م ی 

Eh هیا، اسییدیده تقریباً ثابیت اسیت  امیا بیا رشید باکدری

یابیید تییا بییه فییاز سییکون برسیید افیی ایش می Ehکییاهش و 

، حضیور ییون 2   ار م یی  آزمیایش 4و  3های )شکل

 بیشدر انجام شوا. Eh آهن فرو سبب شد اف ایش نمایی

 4و  3های آزمیایش م ی  اسیدیدۀو  Ehگیری انداز 

هیا، علت حضور عصارۀ مخمیر ار ایین م ی نشان ااا به

از ابددا انجیام و زواتیر بیه فیاز سیکون  Ehاف ایش نمایی 

   البده حضیور ییون آهین 6و  5های شکلشوا )وارا می

 Ehسیبب شید افی ایش نمیایی  4فرو ار م ی  آزمیایش 

بیشدر انجام شوا. ار روزهای پاییانی آزمیایش، نوسیاناتی 

 ها مشاهد  شد.Ehار 

 

 
 1م ی  آزمایش اسیدیدۀ و  Ehنمواار می ان تغییرات  -3کل ش

 

 
 2و اسیدیدۀ م ی  آزمایش  Ehنمواار می ان تغییرات  -4شکل 
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 3و اسیدیدۀ م ی  آزمایش  Ehنمواار می ان تغییرات  -5شکل 

 
 4و اسیدیدۀ م ی  آزمایش  Ehنمواار می ان تغییرات  -6شکل 

 

 26هیا طیی شمار  باکدری ها:نتایج شاارر باکتری

 7روز انجام شد و ندای   هار م ی  آزمیایش ار شیکل 

ها طی گ ر زمان را شوند که تغییر ت داا باکدریاید  می

 کنند.می بیان
 الکتروفوورز:ها با اسوتفاده از ژ  RNAتعیین کیفیت 

شیید  از هییای اسدخرا 5S RNAو  23S ،16Sبانییدهای 

ایید   8های مد اوت ار شیکل کشتها ار م ی باکدری

 شوند.می

هییای RNAکمیییت  هووا:RNAوتحلیل کاّووی تجزیووه

های الکلیی و پروتئینیی موجیوا حاصل و وجوا آلواگی

وت لیل شیید و ندییای  ار ها بییا نییانواراپ تج یییهار نمونییه

 شوند.اید  می 7و  6هایجدو 

 

 
ها ار  هار م ی  آزمایش مقایسۀ رشد باکدری -7شکل 

 شد طراحی

 
شدۀ حاصل از الکدروفورز های اسدخرا RNAهای باند -8شکل 

 ارصد 1روی ژ  آگارز 

 
 ها با نانواراپRNAبررسی کمیّ و غلظت  -6جدو  

 RNAشمار  نمونۀ  میکرولیدر/نانوگرم

6/141 1 

5/267 2 

4/261 3 

4/266 4 

 
های الکلی و ها برای وجوا آلواگیRNAبررسی  -7جدو  

 پروتئینی

 RNAشمار  نمونۀ  280/260 230/260

86/1 95/1 1 

80/1 86/1 2 
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81/1 89/1 3 

90/1 91/1 4 

 

وت لیل تج یه :PCRژ  الکتروفورز محصولات 

منظور بهارصد  2روی ژ  آگارز  PCRم صولات 

کران نقطۀ اتصا  ت یین کی یت آغازگرها و مشخص

و ژن  فراوکسین 4Fe-4Sآنها برای ژن 

 10و  9های ترتیب ار شکلبه ترانس رازآانیلیلسول ات

شد  های اسدخرا cDNAشوا. کی یت مناسب اید  می

 نمایان است. 9ار شکل  Real Time PCRبرای انجام 

 
 فراوکسین  4Fe-4Sبرای ژن PCRباند حاصل از انجام  -9شکل 

 ارصد 2روی ژ  آگارز 

 

  

برای ژن  PCRباند حاصل از انجام  -10شکل 

 ارصد 2روی ژ  آگارز  ترانس رازآانیلیلسول ات

بیوان وتحلیل تجزیهو  Real Time PCRانجا  واکنم 

هییییییای ندییییییای  و من نییییییی تکثیییییییر ژن هووووووا:ژن

بییییا فراوکسییییین  4Fe-4Sو  ترانسییی رازآانیلیلسول ات

خوبی نشان اااند تکثییر بیه Real Time PCRاسد اا  از 

و  11های و با عملکرا مناسب انجیام شید  اسیت )شیکل

و  ترانسیی رازآانیلیلسول اتهییای  . تغییییرات بیییان ژن12

4Fe-4S هییای هریییک از سییه بییرای باکدری فراوکسییین

 Real Timeشیاهد طیی واکینش کشت نسبت بیه م ی 

PCR  بررسی و ندای  آن به روCT∆∆-2 شیدند.  م اسیبه

نشییان  ترانسیی رازآانیلیلسول اتندییای  تغییییرات بیییان ژن 

نسیبت بیه سیایر  4اااند اف ایش بییان ایین ژن ار م یی  

 04/0های کشت بیشیینه اسیت )ایین م یی  شیامل م ی 

لیدییر ییون آهیین فییرو برگرم 5/1ارصید عصییارۀ مخمیر و 

علاوۀ کنسیاندر  بیوا  )شیکل بیه 9kبر م یی  پاییۀ علاو 

ار  فراوکسیین 4Fe-4S . تغییرات یااشید  بیرای ژن 13

 5/1نه بیییوا )ایییین م یییی  شیییامل بیشیییی 2کشیییت م ی 

علاوۀ بیه 9kبر م ی  پاییۀ برلیدر یون آهن فرو علاو گرم

  .14کنساندر  و بدون عصارۀ مخمر بوا  )شکل 
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می ان تغییرات نور فلورسنت ار هر  رخیه را  Real Time PCR  طی انجام واکنش، اسدگا  ترانس رازآانیلیلسول اتمن نی تکثیر ژن  -11شکل 

بیشیدر و  DNAکه هر ه میی ان م صیو  تولیدشید  بیشیدر شیوا، ت یداا رنیگ مدصیل بیین او رشیدۀ طوریاهد  بهشکل من نی تکثیر نشان میبه

 شوا.شد  بیشدر میارندیجه، می ان نور فلورسنت ساطش

 
 فراوکسین 4Fe-4Sمن نی تکثیر ژن  -12شکل 

 

 
با  ترانس رازآانیلیلسول اتمیانگین تغییر بیان ژن  -13شکل 

P<0.05  ار سه م ی  آزمایش نسبت به شاهد )بیشدرین تغییر بیان

 مربوط است  4ژن به م ی  

 

 
ار  P<0.05با  فراوکسین 4Fe-4S میانگین تغییر بیان ژن -14شکل 

م ی  آزمایش نسبت به شاهد )بیشدرین تغییر بیان ژن به م ی   سه

 مربوط است  2
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ندای  نشان ااانید بیشیدرین میی ان  میزان بازیابی مس:

ارصید مربیوط اسیت   75/48بیا  2بازیابی می به م ی  

بیر لیدر ییون آهین فیرو علاو برگرم 5/1شامل این م ی  

 . 15شکل بوا ) و کنساندر  9kم ی  پایۀ 

 

 
ارصد اسدخرا  می ار  هار م ی  آزمایش  -15شکل 

مربوط  2شد  )بیشدرین بازیابی می به م ی  آزمایش طراحی

 است 

 

 گیریبحث و نتیجه

و همکیییییاران، او ژن  5هیییییای ژوطبیییییس پژوهش

بیییا فراوکسیییین  4Fe-4Sو  ترانسییی رازآانیلیلسول ات

اکسیداسیییون آهیین و گییوگرا طییی سیسییدم آبشییویۀ 

 . ار ایین پیروژ ، شناسیایی 15میکروبی مرتب  هسدند )

آنهییییا ار ژنییییوم بییییاکدری  Blastبییییه توجهاو ژن با

و همچنیییین  سول وباسییییلوس ترموسول یدواکسییییدانی

و بررسی م صیو   PCRشدن او ژن ار به تکثیرتوجهبا

PCR  بییا ژ  الکدروفییورز انجییام و مییی ان بیییان آنهییا

تییأثیر عوامییل مییؤثر ار فراینیید آبشییویۀ میکروبییی ت ت

ازجملییه حضورااشییدن و حضورنداشییددن آهیین فییرو و 

کشیت بیاکدری یااشید  ت ییین عصارۀ مخمیر ار م ی 

شد. ندای  نشان اااند حضور هیر او عامیل یااشید  ار 

کرون بیرای می 10ارصد و انداز   رات  5 گالی پالپ 

شید  میؤثر اسیت. ارصید هیای بررسیاف ایش بییان ژن

شیید  هییای آزمییایش طراحیاسییدخرا  مییی ار م ی 

م اسبه شد. ندای  نشیان ااانید بییان او ژن یااشید  ار 

بییه اینکییه شیید  )باتوجه هییار م ییی  آزمییایش طراحی

کنییید  هیییا مد یییاوت بیییوا ، تغیییییر میترکیبیییات م ی 

هییر او ژن، ارصیید  کییه بییا افیی ایش یییک یییاطوریبه

 یابد.ها اف ایش میاسدخرا  می ار همۀ م ی 

، مخمییری اسییت کییه ار ساکارومایسییی سییروی یه

علت ااشییدن ژندیییک و شییوا و بییهطبی ییت یافییت می

فرا، کاربراهییای وسییی ی اارا. بهفی یولییوژی من صییر

عصارۀ مخمر یااشد  م یرک بسییار قیوی بیرای رشید 

نیدیییروژن، هیییا اسیییت و تیییا حیییدی ویدیییامین، باکدری

آمینواسیدها و کربن را برای بیاکدری ار م یی  فیراهم 

شیکل م لیو  رقییس    البده عصارۀ مخمر به25کند )می

کنندگی املاح فلی ی موجیوا شدن اثر مسمومسبب کم

 . ار پیژوهش 26شیوا )ار م ی  پیرور  بیاکدری می

حارر، حضور عصارۀ مخمر سبب افی ایش بییان او ژن 

رصد اسدخرا  می شد، اما بهدرین و ارندیجه، اف ایش ا

ندیجه به حضور ییون آهین فیرو بیدون حضیور عصیارۀ 

و  Azmayandehطبییس پییژوهش  مخمییر مربییوط بییوا.

های آهن فرو نقش منبیش انیرژی را بیرای همکاران، یون

های فرو بیر کنند. حضور یونهای باکدری ای ا میسلو 

ه کیطوریگی ارا  بهمی پدانسیل م لو  لیچینیگ تیأثیر

 شیواسبب اف ایش اسیدخرا  میی از کالکوپیرییت می

ار پژوهش حارر، م یطی کیه بیه آن آهین فیرو  . 27)

اریییییافه شییییید، بهدیییییرین بییییییان یکیییییی از او ژن 

را  فراوکسییییین 4Fe-4Sو  ترانسیییی رازآانیلیلسول ات

هیا ااشت و ارصد اسدخرا  می نسبت به ایگیر م ی 

رۀ زمیان ییون آهین فیرو و عصیابیشدر بیوا. حضیور هم

مخمییر ار م ییی  سییبب افیی ایش بیییان او ژن و ارصیید 

که ندای  گویای تأثیر بیشیدر طوریاسدخرا  می شد  به
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تنهایی ار این حالت نسبت به حضور عصیارۀ مخمیر بیه

م ی  بوا، ولی بهدرین بازیابی می زمانی به است آمد 

تنهایی ار م ی  حضور ااشیت. ار که یون آهن فرو به

ون ییون آهین فیرو و عصیارۀ کیه بید 1م ی  آزمایش 

شیید  کمدییر از مخمییر بییوا، مییی ان بیییان او ژن بررسی

های ایگر بوا، ولی میی ان بازییابی میی ت یاوت م ی 

ها ااشت و حدی می ان آن نسبت به اندکی با سایر م ی 

که حاوی عصیارۀ مخمیر بیوا، بیشیدر  3م ی  آزمایش 

بیر هیای ایگیری علاو گویای وجوا و تأثیر ژنبوا که 

شیید  ار فراینیید بیولیچینییگ از طریییس هییای بررسیژن

اسییت  اییین  سول وباسیییلوس ترموسول یدواکسیییدانی

ها کمدر به وجوا عصارۀ مخمر وابسیده هسیدند، ولیی ژن

یون آهن فرو روی آنها میؤثر اسیت  زییرا ندیای  نشیان 

هیایی بیشیدر هیا و بازییابی میی ار م ی اااند بیان ژن

با افی ایش ییون  ار ندیجهاست که یون آهن فرو اارند  

ارصید و  5آهن فرو و عصارۀ مخمر ار  گیالی پالیپ 

کشییت بییاکدری میکییرون بییه م ی  10ات انییداز   ر

تیوان بییان ، میسول وباسیلوس ترموسول یدواکسییدانی

 فراوکسین 4Fe-4Sو  ترانس رازسول ات آانیلیلاو ژن 

را اف ایش ااا که ندیجیۀ آن، افی ایش ارصید اسیدخرا  

می ار فرایند آبشویۀ میکروبی است. بیشیدرین ارصید 

بیا  2مارۀ اسدخرا  می ار پژوهش حارر به م یی  شی

 5/1ارصیید مربییوط بییوا کییه ار اییین م ییی ،  75/48

لیدر یون آهن فرو حضور ااشت و عصارۀ مخمیر برگرم

شییدن تمییام وجییوا نداشییت. گ دنییی اسییت رییمن تأمین

هیای اهداو پژوهش، شناسایی و بررسی می ان بییان ژن

هیای ب یدی نظییر یااشد  زمینه را بیرای انجیام پژوهش

باکدری اارای کیارایی بیشیدر کران فراهم کرا تا کلون

 برای فرایند آبشویۀ میکروبی تهیه شوا.
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پاری ی )کارشناس ارشد میکروبیولوژی می سر شمه  

شیید  ار پییژوهش بییاکدری اسد اا  جییداکرانکییه ار 

کننید  ار حارر ای یای نقیش کرانید، سپاسیگ اری می
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