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های آلوده به نفت منطقه  های مقاوم به سرب از خاک جداسازی و شناسایی مولکولی باکتری
 برنج شهرستان مسجدسلیمان استان خوزستان  _سی 

 2، عباس شیرمردی 1*، منیر دودی 1مائده سجادیان 
 .اصفهان، ایرانواحد فلاورجان، ،  دانشگاه آزاد اسلامی -1
 .خوزستان، ایران واحد مسجدسلیمان،  ، آزاد اسلامیدانشگاه  -2

 
 چکیده

صنعتی،  های آلوده به نفت مراکزخاکهای ناشی از حضور فلز سرب در بالای بیماری نسبتبه دلیل شیوعبه  :و هدف سابقه 
، چنین به خطرات  بالایی برای سلامتی انسان و سایر موجودات زنده و  سپس انتقال این فلز به گیاهان و جانوران و در نهایت به انسان

تواند گام مهمی در روند  می های با مقاومت بالای فلزی و در نهایت حذف زیستیرسد که شناسایی و جداسازی میکروارگانیسمنظر می
 . محسوب گرددهای آلوده به سرب مراکز صنعتی سازی خاکپاکهای  تکاملی سیستم

-برای جداسازی باکتری. ناحیه از خاک آلوده به نفت منطقه سی برنج مسجدسلیمان انجام شد 3گیری از  نمونه :هامواد و روش

مول بر لیتر سرب میلی 4، 5/3، 3، 5/2، 2، 1، 5/0های حاوی غلظت ΙΙ PHGهای مقاوم به سرب از روش رقت در آگار و محیط کشت 
استفاده  PCR -های بیوشیمیایی و سپس روش مولکولی کلنیهای جذب کننده سرب ابتدا از تستبرای شناسایی باکتری .استفاده شد
 .گردید

 Proteus mirablisها باکتری  که در بین آن ،مقاوم به سرب جداسازی و شناسایی شدباکتریایی  ایزوله  5در این مطالعه  :هایافته

strain AOUC-001   بالاترین میزان مقاومت به سرب(4MIC=  )را نشان داد. 
 با توجه به این که باکتری های مورد بررسی در این پژوهش قادر به جذب سرب در شرایط آزمایشگاهی بودند و رشد :گیرینتیجه

های برای حذف زیستی سرب از خاکمناسبی را در حضور این فلز از خود نشان دادند، بنابراین به نظر می رسد گزینه مناسبی  نسبتبه
  .ها با فیلتره کردن تیمار شوندباکتری های آلوده جهت جداسازی این این خاک  کهشرطی به .آلوده به نفت در آینده باشند

 ( MIC)، شناسایی مولکولی، حداقل غلظت بازدارنده های نفتیسرب، خاک فلز،  های مقاوم بهباکتری:  کلیدی هایواژه

 مقدمه
ممکن استت حتاوی   ، های خروجی از صنایع  ها و پساب فاضلاب

 مواد سمی و مقادیر بالایی از فلزات سنگین باشند که با تخلیته 
هتا  های سطحی، مقادیر زیادی از آلاینتده و روان آب هاخاک در

آلودگی محیط بتا ایتن    (.14 ، 5) شوند می  وارد محیط زیست 
بهداشتتی شتدن    بته غیتر    های خطرناک در نهایت منجرآلاینده

و در طتولانی متدت،   (  14 )شتده  و خاک  منابع آب آشامیدنی
همتراه  خطرات سلامتی برای انسان و سایر موجتودات زنتده بته   

فلتز   35طور دائتم و موقتت در معتر     انسان به. خواهد داشت
فلتز جتزع اناصتر ستنگین      23سمی قترار دارد، از ایتن تعتداد    

طتور طبیعتی در محتیط و    کم بته این فلزات در مقادیر  .هستند
امتا   .باشندرژیم غذایی وجود دارند و برای سلامتی بدن لازم می

هتا در  هتای ناشتی از فعالیتت انستانی غلظتت آن     در اثر آلودگی
غذایی   محیط زیاد شده و در نتیجه پس از وارد شدن به زنجیره

 کننتد سمی حاد و مزمنی بترای بتدن ایجتاد متی     اثرهایانسان 

 :مسئول  سندهینو
      .اصفهان ، ایران دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان، فلاورجان ، 

  Monirdoudi@yahoo.com: ی کیالکترون پست
 2/3/1369: تاریخ دریافت
 1/5/1369: تاریخ پذیرش
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طور امده به گروهتی از اناصتر اطتلا     فلزات سنگین به (.15)
دارند، در واقع چگتالی   3gr/cm 5تر ازگردد که چگالی بیشمی

ترین این اناصتر سترب،   مهم. فلزات سنگین پنج برابر آب است
کروم، مس، جیوه، نیکل، روی، وانادیوم و فلزات سمی  کادمیوم،

 ناخواستته  اثرهتای  سترب در بتدن انستان     (.11)دیگر هستند 
 کلیه، اختلال آسیب  : از ابارتند  که دارد   به دنبال را فراوانی
هتای  نابتاروری متردان و آستیب    ، مغتز  آستیب  ، اصبی سیستم

 هتای اختتلال و  یتادگیری  قتدرت  اسپرم، کتاهش  جبران ناپذیر
 جفت ها، همچنین سرب از راه بچه در پرخاشگری مانند رفتاری
آستیب جتدی بته     باات   التت  همتین شده، به جنین بدن وارد

نتوزادان نتاق     تولتد سیستم اصبی و مغز جنتین و در نهایتت   
-ایجتاد ستلول  از دیگر آثار سرب در بدن (. 11) گردد الخلقه می

بخشتتی در مغتتز کتته در )دیتتده در هیپوکتتامپو   هتتای آستتیب  
محققان نشتان داده استت    هایتحقیق. است( حافظه نقش دارد
هتای   داشتته آستیب    که در معر  سرب قترار   که، هیپوکامپی

ی غیرمعمول و دناتوره شتدن میلتین را    ساختاری مانند هسته 
هتای   حضور غلظتت (. 16) در مقایسه با کنترل نشان داده است

زیانبتاری بتر ستلامت انستان و      اثرهتای سمی فلزات در محیط، 
خوردن تعادل و نظم اکوسیستتم    همحیوانات داشته و موجب بر

-ههتا  بت  بنابراین مطالعه راه های حتذف ایتن آلاینتده   . شودمی
آلتودگی  (. 13)خصوص از راه بیولوژیکی بستیار ضتروری استت    

محیط زیست با فلزات سنگین در امتداد بتا پیشترفت صتنعتی    
فلزات سنگین . شدن جهان در حال گسترش و بدتر شدن است

باشتتند و تمایتتل دارنتتد کتته در  ی متتیغیرقابتتل تجزیتته زیستتت
های غذایی انباشته شوند کته  های زنده در کل زنجیرهارگانیسم

هتا  مشکلات قابل توجهی را برای ستلامت انستان و اکوسیستتم   
هزینه پایین، بازده حذف بالا و کارایی خوب زیست . ایجاد کنند

های پایینی از فلزات سنگین بسیار مورد توجته  پالایی در غلظت
هتا و ستایر    هتا، قتار   هتا، بتاکتری  ریزجلبت  . قرار گرفته استت 
های دیگر نقتش مهمتی را در ترانسفورماستیون    میکروارگانیسم

های فلزات سنگین در محتیط زیستت بتر    یون( تغییر و تبدیل)
 (. 3) اهده دارند

تصادفی یا امدی ی  اثر امیق بر ( نشت نفت) های نفتیلکه
های نفتی از کشتی های لکه. دروی آلودگی زیست محیطی دارن

انوان ی  خطر امده های دور دست نفت بهکش و از نشتنفت
ااتقاد بر این است که نشت . اندزیست محیطی شناسایی شده

ها را گاه پرندگان و پستانداران دریایی و ماهینفت زیست
به تواند نشت نفت خام غلیظ و چسبناک می. کندتخریب می
 (. 19)یات وحش آسیب برساند به ماهی و ح سرات

 هامواد و روش 
 های مورد بررسی آوری نمونه و ایزولهجمع

صورت میدانی انجام شد، ها بهدر این مطالعه جمع آوری نمونه
های آلوده به نفت سه که نمونه برداری از خاکبه این صورت

-نمونه. رنج مسجد سلیمان انجام شدب –ناحیه از منطقه سی 
، pH دما،. دار انجام گرفتهای استریل درپوشدر ظرفبرداری 

EC ،TOC  و میزان فلز سنگین سرب( بر حسبppm ) از
منظور به. گیری شدخاک جمع آوری شده اندازههای نمونه
ترتیب از و غلظت فلز سرب به pH ،ECگیری میزان اندازه
 ,Jenewey) )متر EC، (Zeg Chemi)متر  pHهای دستگاه

England  وICP (Varian710 ES  )استفاده گردید. 
های خاک، ابتدا ی  گرم گیری میزان سرب در نمونهبرای اندازه

 5مقدار . لیتری انتقال داده شدمیلی 200از نمونه خاک به بشر 
سی اسیدکلریدری  و قطره سی 2سی اسید نیتری  غلیظ، سی

هیتر  قطره اسیدسولفوری  غلیظ به آن اضافه گردید و بر روی 
. خش  شود طور کاملبهقرار داده شد تا به آرامی تبخیر و 

اضافه شد و از  به آن %  EDTA  01/0ر میلی لیت 100سپس 
محلول باقی مانده حاوی یون های . کاغذ صافی ابور داده شد

میزان فلز سنگین سرب  ICPسپس با کم  دستگاه . فلزی بود
 .قرائت شد

 
-سرب از خاک های مقاوم بهباکتریازی جداس

 های مورد بررسی
های  در این تحقیق از روش انتشار در آگار برای بررسی میکروب

در این روش پس از تهیه محیط . مقاوم به سرب استفاده شد
 2گرم اصاره مخمر،  1پپتون، گرم  4: شامل)PHG II  کشت 
استریل هنگامی که دمای محیط  (گرم آگار 15و گلوکز  گرم

گراد رسید، محلول فلزی به درجه سانتی 55کشت در حد 
هر پلیت حاوی فلز سرب با غلظت نیم . محیط کشت افزوده شد

. تنظیم گردید 1محیط کشت برابر با  pHسپس . مول بودمیلی
گراد درجه سانتی 31دقیقه در  30ها به مدت بعد از آن پلیت

در . شد تا سطح پلیت ااری از هر گونه رطوبت شود قرار داده
 سوسپانسیون خاکهای مختلف از رقت ml5/1-1 این مرحله 

پت استریل در سطح محیط کشت را با پی 10-9تا  10-1از 
ای سرکج استریل در شیشه  و با میله تلقیح شد PHG IIفلزدار 

روز در  5تا  3ها به مدت و سپس پلیت شدسطح پلیت پخش 

 

انوان کنترل از دو پلیت نیز به. شد انکوبهگراد  درجه سانتی 30
 .استفاده شد مثبت و منفی
روز انکوباسیون در دمای  5پس از های باکتریایی رشد کلنی

پس از رشد (. 2) گراد مورد بررسی قرار گرفتدرجه سانتی 30
هایی که از نظر شکل ظاهری های مقاوم و شمارش، آنکلنی
با هم تفاوت داشتند انتخاب شده و به ( سطح رنگ، قوام،)

 PHG IIهای حاوی محیط کشت منظور غنی سازی در لوله
ها به این لوله. .مایع با همان غلظت محیط اولیه منتقل شد

-ساات در انکوباتور قرار داده شد، سپس به 24تا  11مدت 
ها را به روش کشت خطی بر ها آنمنظور خال  سازی باکتری

آگار با همان غلظت فلزی کشت داده  PHG IIت محیط کش
ای ت ، گسترش هساات انکوباسیون از کلنی 24س از شد و پ

آمیزی گرم انجام شد و به این ترتیب میکروبی تهیه و رنگ
پس از این مرحله    .ها مشخ  شد مورفولوژی و آرایش باکتری

-حاوی فلز به PHG IIها، از محیط  داری باکتری منظور نگهبه
ساات انکوباسیون و  24دار استفاده شد و پس از صورت شیب
گراد نگهداری درجه سانتی 4ها در یخچال ها، آنرشد باکتری

 1 باکتری درها ی  لوپ از هر سازی باکتریبرای ذخیره. شدند
گلیسیرول در  ٪40براث حاوی  PHG IIلیتر محیط میلی

 ساات در 24مدت انتقال و ابتدا بهلیتری میلی 5/1اپندورف 
درجه سانتی -20فریزر  ساات بعدی در  24یخچال و سپس 

گراد درجه سانتی -10فریزری با دمای  نهایت در  گراد و در
یجهت جلوگیری از شوک سرما برای باکتر)نگهداری شدند 

 5/0در این تحقیق از نم  فلزی نیترات سرب با غلظت (. ها
ورد استفاده در این م نم  فلزی. اده شدمولار استف میلی
 هایتحقیقو غلظت به کار رفته در این مطالعه در اکثر  پژوهش

 (. 6 ، 9)کار رفته است مشابه نیز به
 

تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد 
(MIC) 

در این مطالعه برای تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از 
 Agarها توسط فلز سنگین سرب از روش رشد باکتری

dilution های حاوی استفاده شد، به این صورت که پلیت
 (mM))های مختلف فلز آگار با غلظت PHG IIمحیط کشت 

که هر پلیت حاوی طوریبه، تهیه گردید  4، 5/3، 3، 5/2، 2، 1
(. 2) شدند های مابین نیز انتخابغلظتی  غلظت از فلز بود و 

به محیط کشت اضافه  محلول فلزی با غلظت مناسبدر واقع 
های مقاوم به صورت شعاای بر سطح پلیت شد، سپس کلنی
درجه  30ساات در  41ها به مدت پلیت(. 10)کشت داده شد 

ها فت، پس از طی مدت زمان لازم پلیتگراد قرار گرسانتی
بررسی گردید و بر اسا  حداقل غلظتی که از رشد باکتری 

در نهایت حداقل غلظت تعیین شد و  MICممانعت کرده بود، 
 (.1) نیز برای این فلز تعیین گردید (MBC)کشنده باکتری 

 
 ها شناسایی مولکولی نمونه

 و Colony-PCR تکنیت   کم به  هاشناسایی مولکولی نمونه
در ایتن مطالعته از   (. 1)نجام  گرفتت  ا S rDNA19 ترتیب ژنی

استتفاده   S rDNA61 های امومی طراحی شده برای ژنپرایم
هتا در  های مورد استفاده برای شناسایی آنشد که توالی پرایمر

 .ارائه شده است 1جدول 
 S rDNA 11ر ژن توالی پرایمرهای امومی تکثی -1جدول 

طول 
 پرایمر

 پرایمر توالی

20 
 نوکلئوتید

'3- AGAGTTTGATCCTGGCTTAG- '5 (1FD)1B 

11 
 نوکلئوتید

'      3 - TAAGGAGGTGATCCAGC - '5 (1RD)2B 

 
 سازی شدهابتدا مقداری از کلنی خال تکنی  این  جهت انجام
لیتر آب مقطر میکرو 10با استفاده از لوپ استریل در ها باکتری

مورد  PCRانوان الگو برای واکنش استریل حل شده و به
میکرولیتر مخلوط   50از  PCRبرای انجام . استفاده قرار گرفت
نمونه باکتری محلول در آب مقطر میکرولیتر  2واکنش شامل 
 1، مولارمیلی MgCl250میکرولیتر  5/1 انوان الگو،تزریقی به
میکرولیتر از هر ی  از  2مولار، میلی dNTP 10 میکرولیتر

میکرولیتر  2، ( میکرومولار 20)رو پرایمرهای راهبر و پیش
Taq مراز پلیU5 ،2/3   میکرولیتر از بافرPCR 10X ،3/39 

سیکل حرارتی . میکرولیتر آب مقطر تزریقی استفاده شد
ارائه داده شده  2در جدول   PCR استفاده شده جهت انجام

% 1ژل آگارز با  وسیله الکتروفورز به   PCRمحصول . است
-توالی. ادامه تعیین توالی گردید گرفت و در مورد بررسی قرار

با استفاده از  NCBIدست آمده در پایگاه داده های به
جستجوگر

BLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 
با استفاده از  srDNA19جدید های مقایسه و سپس توالی

 . به بان  جهانی ژن ارائه شد BankItسرویس 
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انوان کنترل از دو پلیت نیز به. شد انکوبهگراد  درجه سانتی 30
 .استفاده شد مثبت و منفی
روز انکوباسیون در دمای  5پس از های باکتریایی رشد کلنی

پس از رشد (. 2) گراد مورد بررسی قرار گرفتدرجه سانتی 30
هایی که از نظر شکل ظاهری های مقاوم و شمارش، آنکلنی
با هم تفاوت داشتند انتخاب شده و به ( سطح رنگ، قوام،)

 PHG IIهای حاوی محیط کشت منظور غنی سازی در لوله
ها به این لوله. .مایع با همان غلظت محیط اولیه منتقل شد

-ساات در انکوباتور قرار داده شد، سپس به 24تا  11مدت 
ها را به روش کشت خطی بر ها آنمنظور خال  سازی باکتری

آگار با همان غلظت فلزی کشت داده  PHG IIت محیط کش
ای ت ، گسترش هساات انکوباسیون از کلنی 24س از شد و پ

آمیزی گرم انجام شد و به این ترتیب میکروبی تهیه و رنگ
پس از این مرحله    .ها مشخ  شد مورفولوژی و آرایش باکتری

-حاوی فلز به PHG IIها، از محیط  داری باکتری منظور نگهبه
ساات انکوباسیون و  24دار استفاده شد و پس از صورت شیب
گراد نگهداری درجه سانتی 4ها در یخچال ها، آنرشد باکتری

 1 باکتری درها ی  لوپ از هر سازی باکتریبرای ذخیره. شدند
گلیسیرول در  ٪40براث حاوی  PHG IIلیتر محیط میلی

 ساات در 24مدت انتقال و ابتدا بهلیتری میلی 5/1اپندورف 
درجه سانتی -20فریزر  ساات بعدی در  24یخچال و سپس 

گراد درجه سانتی -10فریزری با دمای  نهایت در  گراد و در
یجهت جلوگیری از شوک سرما برای باکتر)نگهداری شدند 

 5/0در این تحقیق از نم  فلزی نیترات سرب با غلظت (. ها
ورد استفاده در این م نم  فلزی. اده شدمولار استف میلی
 هایتحقیقو غلظت به کار رفته در این مطالعه در اکثر  پژوهش

 (. 6 ، 9)کار رفته است مشابه نیز به
 

تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد 
(MIC) 

در این مطالعه برای تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از 
 Agarها توسط فلز سنگین سرب از روش رشد باکتری

dilution های حاوی استفاده شد، به این صورت که پلیت
 (mM))های مختلف فلز آگار با غلظت PHG IIمحیط کشت 

که هر پلیت حاوی طوریبه، تهیه گردید  4، 5/3، 3، 5/2، 2، 1
(. 2) شدند های مابین نیز انتخابغلظتی  غلظت از فلز بود و 

به محیط کشت اضافه  محلول فلزی با غلظت مناسبدر واقع 
های مقاوم به صورت شعاای بر سطح پلیت شد، سپس کلنی
درجه  30ساات در  41ها به مدت پلیت(. 10)کشت داده شد 

ها فت، پس از طی مدت زمان لازم پلیتگراد قرار گرسانتی
بررسی گردید و بر اسا  حداقل غلظتی که از رشد باکتری 

در نهایت حداقل غلظت تعیین شد و  MICممانعت کرده بود، 
 (.1) نیز برای این فلز تعیین گردید (MBC)کشنده باکتری 

 
 ها شناسایی مولکولی نمونه

 و Colony-PCR تکنیت   کم به  هاشناسایی مولکولی نمونه
در ایتن مطالعته از   (. 1)نجام  گرفتت  ا S rDNA19 ترتیب ژنی

استتفاده   S rDNA61 های امومی طراحی شده برای ژنپرایم
هتا در  های مورد استفاده برای شناسایی آنشد که توالی پرایمر

 .ارائه شده است 1جدول 
 S rDNA 11ر ژن توالی پرایمرهای امومی تکثی -1جدول 

طول 
 پرایمر

 پرایمر توالی

20 
 نوکلئوتید

'3- AGAGTTTGATCCTGGCTTAG- '5 (1FD)1B 

11 
 نوکلئوتید

'      3 - TAAGGAGGTGATCCAGC - '5 (1RD)2B 

 
 سازی شدهابتدا مقداری از کلنی خال تکنی  این  جهت انجام
لیتر آب مقطر میکرو 10با استفاده از لوپ استریل در ها باکتری

مورد  PCRانوان الگو برای واکنش استریل حل شده و به
میکرولیتر مخلوط   50از  PCRبرای انجام . استفاده قرار گرفت
نمونه باکتری محلول در آب مقطر میکرولیتر  2واکنش شامل 
 1، مولارمیلی MgCl250میکرولیتر  5/1 انوان الگو،تزریقی به
میکرولیتر از هر ی  از  2مولار، میلی dNTP 10 میکرولیتر

میکرولیتر  2، ( میکرومولار 20)رو پرایمرهای راهبر و پیش
Taq مراز پلیU5 ،2/3   میکرولیتر از بافرPCR 10X ،3/39 

سیکل حرارتی . میکرولیتر آب مقطر تزریقی استفاده شد
ارائه داده شده  2در جدول   PCR استفاده شده جهت انجام

% 1ژل آگارز با  وسیله الکتروفورز به   PCRمحصول . است
-توالی. ادامه تعیین توالی گردید گرفت و در مورد بررسی قرار

با استفاده از  NCBIدست آمده در پایگاه داده های به
جستجوگر

BLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 
با استفاده از  srDNA19جدید های مقایسه و سپس توالی

 . به بان  جهانی ژن ارائه شد BankItسرویس 
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 نمونه ها PCRسیکل حرارتی تنظیم شده جهت انجام  -2جدول 
 

 (s)زمان (OC)دما  فاز
 300 64 دناتوراسیون اولیه
 45 64 دناتوراسیون
 30 52 اتصال
 90 12 تکثیر

 45 12 تکثیر نهایی
 _ 4 نگهداری

 
 هایافته

فیزیکوشیمیایی و  هاینتایج حاصل از ارزیابی خصوصیت
چنین غلظت فلز های مورد مطالعه و همبیولوژیکی خاک

 3های مورد مطالعه، در جدولسنگین سرب در هر ی  از خاک
 .ارائه شده است

 
های خاک مورد فیزیکوشیمیایی و زیستی نمونه هایخصوصیت -3جدول 

 آزمایش
Pb(ppm) TOC(gr/l) EC(ds/m) pH دما(oc) خاک

 ها

930660/0 021/0 5/0 4/1 30 1 

111260/0 055/0 6/1 8/5 30 2 

631163/0 133/0 5/1 03/9 30 3 

 
در این مطالعه از نظر میزان  جداسازی شده هایتمام سویه

MIC  وMBC ار گرفتند و نتایج به فلز سرب مورد بررسی قر
 . ارائه شده است  4های مختلف در جدول مربوط به سویه
 MS3های مقاوم به سرب در این مطالعه ایزوله در بین ایزوله

 . را در برابر سرب نشان داد (MIC=4mM)ترین مقاومت بیش
 

، های بیوشیمیایی مربوط به گونه پروتئو تست 5در جدول 
به گونه باسیلو  و های بیوشیمیایی مربوط تست 9در جدول 

گونه  های بیوشیمیایی مربوط بهتست 1در جدول 
    .آورده شده استگزنورهابدو  

 

هطای  بررسی میزان جذب سرب توسط  بطاکتری  
 مقاوم 

های مقاوم به سرب جداسازی  در این مطالعه، از بین باکتری
را داشت انتخاب  MICکه بالاترین میزان   MS3باکتری شده،

های مختلف  و میزان جذب سرب و زیست توده آن در زمان
 . ارائه شده است 1  که نتایج آن در شکل. بررسی شد

 

 
 Proteus میزان زیست توده خش  و جذب سرب توسط جدایه -(1)شکل

miralis strain AOUC-001 های مختلف در زمان 
 
 

پس از بلاست ترادف مورد نظر، امکان یافتن  NCBIدر سایت 
نیز  MS3جایگاه فیلوژنی وجود دارد که جایگاه فیلوژنی جدایه 

  .ارائه شده است 2در  شکل 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 های مقاوم به سرب در این پژوهش مولار باکتریبرحسب میلی  MBCو   MICنتایج   -4جدول
 
 MIC MBC 4 5/3 3 5/2 2 5/1 1 5/0 نام ایزوله کد

MS3 Proteus  mirabilis strain AOUC-001     + + + + + + + + 4 4 
MS1 Xenorhabdus Sp. TX26 + + + + - - - - 2 2 
MS2 Bacillus cereus strain MG303 + + + + - - - - 2 2 
MS21 Xenorhabdus hominickii strain ANU1 + + + + - - - - 2 2 
MS23 Bacillus funiculus strain GS4 + + + + - - - - 2 2 

 ادم رشد -رشد ، : +  جدول توضیح الائم

 

 
 spهای بیوشیمیایی باکتری پروتئو نتایج تست - 5جدول 

 هیدرولیز ژلاتین حرکت اوره MR VP H2S اندول نام ایزوله
Proteus  mirablis strain AOUC-001     - + - + + + + 

 
 ها های بیوشیمیایی باسیلو  نتایج تست -9جدول 

 VP اسپور احیا نیترات بتا همولیز لسیتیناز حرکت نام ایزوله
Bacillus cereus strain MG303 + + + + - + 
Bacillus funiculus strain GS4 + - - + - - 

 
 ها گزنورابدو های بیوشیمیایی  نتایج تست -1جدول 

 تخمیر ریبوز کاتالاز هیدرولیز اسکولین DNAase Urease مصرف سیترات نام ایزوله
Xenorhabdus Sp. TX26 + + + + - + 

Xenorhabdus hominickii strain ANU1 + + - - - + 

 
 

 
 

 BLASTاستخراج شده از سرور  MS3ی  درخت فیلوژنی جدایه( 2) شکل 

نشان داده که حضور فلزات سنگین در  محققین هایهمطالع
مستقیم دارد یعنی  ارتباط هادر برابر آن محیط با ایجاد مقاومت

های مقاومتی را مکانیسمها در حضور فلزات، میکروارگانیسم
وم با قابلیت های مقاکنند که منجر به انتخاب گونهایجاد می

 (.6)د گردتحمل سمیّت فلزی می
های جدا شده زان مقاومت به فلز سرب در باکتریبررسی می

ز سرب موجود در های فلدراین تحقیق و مقایسه آن با غلظت
داری را بین بستگی مثبت معنیهای مورد مطالعه همخاک

به  .ها نشان دادغلظت فلز سرب و مقاومت فلزی در باکتری
الاوه باید این نکته را متذکر شد که در این بررسی نیز 

ترین مقاومت به سرب را نشان داد که این بیش  MS3ایزوله
ترین میزان غلظت که دارای بیش 3ایزوله از نمونه خاک شماره 

. ه بود، جداسازی گردیدهای مورد مطالعسرب در بین خاک
محققان انجام شده  مختلفی که توسط هایهچنین در مطالعهم

تأثیر غلظت فلزات بر حد مقاومت میکروبی و افزایش آن با 
 .افزایش غلظت در محیط ثابت شده است

انوان حداقل میانگین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد به
توانایی مهار رشد ضد میکروبی است، که  دهغلظتی از ما

در بین  (.4) دارد ها را پس از ی  شب انکوباسیونباکتری
های مورد مقاوم به فلز سرب جدا شده از خاکهای باکتری

 4برابر  MICها دارای ایزوله% 20مطالعه در این تحقیق، 
مولار را به خود میلی =MIC 2ها ایزوله 10%مولار بودند میلی

های مقاوم به باکتری 1 نموداربر اسا  . اختصاص دادند
 مربوط به %  Bacillus  ،40مربوط به جنس % 40سرب
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 spهای بیوشیمیایی باکتری پروتئو نتایج تست - 5جدول 

 هیدرولیز ژلاتین حرکت اوره MR VP H2S اندول نام ایزوله
Proteus  mirablis strain AOUC-001     - + - + + + + 

 
 ها های بیوشیمیایی باسیلو  نتایج تست -9جدول 

 VP اسپور احیا نیترات بتا همولیز لسیتیناز حرکت نام ایزوله
Bacillus cereus strain MG303 + + + + - + 
Bacillus funiculus strain GS4 + - - + - - 

 
 ها گزنورابدو های بیوشیمیایی  نتایج تست -1جدول 

 تخمیر ریبوز کاتالاز هیدرولیز اسکولین DNAase Urease مصرف سیترات نام ایزوله
Xenorhabdus Sp. TX26 + + + + - + 

Xenorhabdus hominickii strain ANU1 + + - - - + 

 
 

 
 

 BLASTاستخراج شده از سرور  MS3ی  درخت فیلوژنی جدایه( 2) شکل 

نشان داده که حضور فلزات سنگین در  محققین هایهمطالع
مستقیم دارد یعنی  ارتباط هادر برابر آن محیط با ایجاد مقاومت

های مقاومتی را مکانیسمها در حضور فلزات، میکروارگانیسم
وم با قابلیت های مقاکنند که منجر به انتخاب گونهایجاد می

 (.6)د گردتحمل سمیّت فلزی می
های جدا شده زان مقاومت به فلز سرب در باکتریبررسی می

ز سرب موجود در های فلدراین تحقیق و مقایسه آن با غلظت
داری را بین بستگی مثبت معنیهای مورد مطالعه همخاک

به  .ها نشان دادغلظت فلز سرب و مقاومت فلزی در باکتری
الاوه باید این نکته را متذکر شد که در این بررسی نیز 

ترین مقاومت به سرب را نشان داد که این بیش  MS3ایزوله
ترین میزان غلظت که دارای بیش 3ایزوله از نمونه خاک شماره 

. ه بود، جداسازی گردیدهای مورد مطالعسرب در بین خاک
محققان انجام شده  مختلفی که توسط هایهچنین در مطالعهم

تأثیر غلظت فلزات بر حد مقاومت میکروبی و افزایش آن با 
 .افزایش غلظت در محیط ثابت شده است

انوان حداقل میانگین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد به
توانایی مهار رشد ضد میکروبی است، که  دهغلظتی از ما

در بین  (.4) دارد ها را پس از ی  شب انکوباسیونباکتری
های مورد مقاوم به فلز سرب جدا شده از خاکهای باکتری

 4برابر  MICها دارای ایزوله% 20مطالعه در این تحقیق، 
مولار را به خود میلی =MIC 2ها ایزوله 10%مولار بودند میلی

های مقاوم به باکتری 1 نموداربر اسا  . اختصاص دادند
 مربوط به %  Bacillus  ،40مربوط به جنس % 40سرب
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Xenorhabdus  مربوط به % 20وProteus   گونهبودند، همان 
های ، بیشترین درصد باکتریشودمشاهده می 1که در نمودار 

 و گزنورابدو  spباسیلو جنس دو مقاوم به سرب مربوط به 
sp  ه استبود.  
 
 

 
باکتری های مقاوم به سرب در  تعیین درصد جنس -1نمودار 

 های مورد مطالعهخاک

 
 بحث

های مقاوم به سرب نسبت به  ی  از ایزولهدر این مطالعه، هیچ
سازگاری نشان  مولارمیلی 4یعنی   MICهای بالاتر از غلظت

ندادند و بعد از مدت زمان طولانی انکوباسیون هیچ رشدی از 
پور و کرمانشاهی طهمورث در مطالعه .مشاهده نشدها آن
های جداسازی شده از چندین پساب  بین باکتری از( 1319)

های مقاوم به  صنعتی، بالاترین درصد سازگاری در بین باکتری
و پس از   (٪10)لیتر   مول برمیلی 24و  19های روی در غلظت

، (٪40)مول بر لیتر میلی 4ترتیب مس در غلظت آن به
و ( ٪30) مول بر لیتر میلی 19و  12های  کادمیوم در غلظت

پور   که در تحقیق طهمورثطورهمان. مشاهده شد( ٪0)سرب 
تر میزان یّت بیشگردد در فلزاتی با درجه سم نیز مشاهده می
 درسال. تر استها نیز نسبت به آن پایینسازگاری باکتری

ایزوله از باکتری  240 مقاومت  ، سلطان2001
Pseudomonas aeruginosa  ،را به شش فلز سنگین سرب

کادمیوم، جیوه، روی، نقره و مولیبدن، مورد بررسی قرار داد و 
ایزوله تعدادی جذب  240 بر اسا  نتایج منتشر شده از بین

 .بالایی را نسبت به این فلزات از خود نشان دادند
هتایی را کته از رشتد    سویه    2004حسین و همکاران در سال 

ی و متس  متول از کتادمیوم، سترب، رو   میلتی  1ها با غلظتت  آن
ادوارد . انوان مقاوم در نظتر گرفتته شتدند   ممانعت نشده بود به

هتا   هایی را که از رشد آن ویهس  2006راجا و همکاران در سال 
ممانعت نشتده بتود بته     Cdو  Ni، Pbبرای  mM1/0 با غلظت 

بیش و همکتاران در ستال   آلبتوغ . گرفتنتد انوان مقاوم در نظر 
از  mM5/0 هتا بتا غلظتت     کته از رشتد آن  را  هایی سویه 2014

انوان مقتاوم  رب و کادمیوم ممانعت نشده بود بهفلزات نیکل، س
ش خود اشتاره نمتود کته از    این محقق در پژوه در نظر گرفتند
تتوان در آینتده جهتت حتذف زیستتی فلتزات       ها متی این سویه
بیتوتیکی در ایتن   آنتتی  هتای پس از حذف ژن مقاومتت نامبرده 
  .ها استفاده نمودسویه

-AOUCسویه  Proteus mirabilisدر این پژوهش، باکتری 
مولار از خود میلی 4ا ایی معادل ب MICفلز سرب  در برابر 001

 فلز سنگیندر حضور  را نسبت رشد مناسبیبهکه  نشان داد
از خود نشان داد و این  الذکرفو  نسبت به دو مطالعهسرب 
 .بوددر برابر این فلز  این باکتری ترمقاومت بیش یدؤنتیجه م

 مانند هایی هبنابراین با توجه به نتایج این تحقیق و سایر مطالع
حسین و همکاران، ادوارد راجا و همکاران، ، سلطان و همکاران

و  2006 ،  2004 ، 2001هایآلبوغبیش و همکاران در سال
 ها دراکتریب نسبت بالای اینبه که نشان دهنده ظرفیت 2014
 بودها نسبت به این فلز جذب سرب و قدرت تحمل آنبرابر 

در آینده نزدی  جهت  هاامید است که بتوان از این باکتری
کم  گرفت و  سازی زیستی سرب از مناطق آلوده کشورپاک

  صنایع های آلودهنه تنها از پساب حذف آن سپس اقدام به
ها های پمپ بنزیناز خاکبلکه حتی  های نفتیمختلف و خاک

ستفاده از فیلتره کردن مجدد با ا هاو گاراژها در سطح شهر
های مقاوم آوری باکتریهای آلوده جهت جمعها یا خاکپساب

 .استفاده نمود هاآنبه سرب و سپس اتوکلاو کردن 
 

 گیرینتیجه
-خاص از بین باکتریجنس و گونه  که فقط ی با توجه به این

منطقه  های نفتیاوم به سرب جداسازی شده از خاکهای مق
برنج مسجد سلیمان در طی این مطالعه قادر به تحمل  –سی 
 رسدنظر میبه چنیناز نیترات سرب بود لذا،  mM 4غلظت 

از  ی مقاومتی در برابر هیچ دلیل این کهبهکه این باکتری 
کاندید  رایج از خود نشان نداده بود، بتواند هایبیوتی آنتی

های نفتی منطقه مناسبی برای حذف زیستی این فلز از خاک
 های آلوده ها و پسابمسجد سلیمان و سایر خاک برنج -سی

های آلوده این خاکولی به شرطی که  .در آینده باشد به سرب
زیرا  .شوندها با فیلتره کردن تیمار باکتریجهت جداسازی این 

های سط باکتریجذب فلزات سنگین از پسماندهای صنعتی تو
ه حل مفیدی برای رفع معضل تواند رامقاوم به فلزات می

 

ها و پالایشگاهمحیطی ایجاد شده توسط های زیست آلودگی
 .کارخانجات صنعتی باشد

 سپاسگزاری
دانشگاه آزاد اسلامی واحد تمامی کارکنان و اساتید از 

واحد شوشتر و شرکت بهره برداری نفت و گاز  و مسجدسلیمان
های لازم جهت انجام دلیل همکاریشهرستان مسجدسلیمان به

و از جناب آقای دکتر محمد سجادیان استاد دانشگاه این پروژه 
کمال  های ارزشمندشانشهید چمران اهواز به دلیل مشاوره

  .را داریم تشکر و امتنان
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
97

.8
.3

0.
8.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
09

 ]
 

                               6 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1397.8.30.8.3
https://ncmbjpiau.ir/article-1-1083-fa.html


تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی ام - بهار1397 ،مائده سجادیان و همکاران

77

 

ها و پالایشگاهمحیطی ایجاد شده توسط های زیست آلودگی
 .کارخانجات صنعتی باشد

 سپاسگزاری
دانشگاه آزاد اسلامی واحد تمامی کارکنان و اساتید از 

واحد شوشتر و شرکت بهره برداری نفت و گاز  و مسجدسلیمان
های لازم جهت انجام دلیل همکاریشهرستان مسجدسلیمان به

و از جناب آقای دکتر محمد سجادیان استاد دانشگاه این پروژه 
کمال  های ارزشمندشانشهید چمران اهواز به دلیل مشاوره

  .را داریم تشکر و امتنان
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
97

.8
.3

0.
8.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
09

 ]
 

                               7 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1397.8.30.8.3
https://ncmbjpiau.ir/article-1-1083-fa.html


78

 تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی ام - جداسازی و شناسایی  ...

  منابع
 تعیین سازگاری نسبت به فلزات سنگین در باکتری ها مقاوم شده از . 1319. ک.پور آ، کرمانشاهی ر طهمورث -1

 . 53-56: 91مجله آب و فاضلاب، . پساب صنعتی
2- Alboghobeish H, Tahmourespour A, Doudi M. The study of nickel resistant bacteria (NiRB) 

isolated from wastewaters polluted with different industrial sources. IJEHSE. 2014; 12: 1-7. 
3- Alsherif  EA, Elhameed MS, Mahmood MA, Ahmed HS. 2015. Use of cyanobacteria and organic 

fertilizer mixture as soil bioremediation. American Eurasian J. Agric & Environ, 15(5): 794-799. 
4- Andrews JM. Determination of minimum inhibitory concentration. J. Antimicrobial 

Chemotherapy, 2001;48: 5-16. 
5- Ansari MI, Malik A. Biosorption of nickel and cadmium by metal resistant bacterial isolates from 

agricultural soil irrigated with industrial wastewater. Bioresource Technology, 2006;98:3149-3153. 
6- Chatterjee S, Mukherjee A, Sarkar A, Roy P. Bioremediation of lead by lead-resistant 

microorganisms, isolated from industrial sample. Advances in Bioscience and Biotechnology; 
2012;3: 290-295. 

7- Chen WP, Kuo TT. A simple and rapid method for the preparation of gram negative bacterial 
genomic DNA. Nucleic Acids Res, 1993;21(9): 2260. 

8- Coral MN, Korkmaz H, Arikan B. Plasmid heavy metal mediated resistances in Enterobacter spp. 
Isolated from sofulu landfill. Ann Microbiol. 2005; 55(3): 175-179. 

9- Edward raja C, Selvam GS, Omine K. Isolation identification and characterization of heavy metal 
resistant bacteria from sewage. International Joint Sysposium on Geodisaster Preventation and Geo 
Environment in Asia, 2009; 205-211. 

10- Hassen A, Saidi N, Cherif M. Resistance of environmental bacteria to heavy metals. Bioresource 
Technology, 1998;64(1): 7-15. 

11- Huang Q, Chen W, Xu L. Adsorption of copper and cadmium by Cu and Cd resistant bacteria and 
their composites with soil colloids and kaolinite. Geomicrobiology J. 2005;22(5): 227–236. 

12- Hussein H, Ibrahim SF, Kandeel K, Moawad H. 2004. Biosorption of heavy metals from waste 
water using Pseudomonas sp. Electronic J. Biotechnology, 7(1): 38-46. 

13- Krishna MP, Varghese R, Babu AV, Mohamedhatha AA. Bioaccumulation of Cadmium by 
Pseudomonas sp. Isolated from Metal Polluted Industrial Region. Environmental Research, 
Engineering and Management. 2012;3(61): 58-64. 

14- Malik A. Metal bioremediation through growing cells. Enviromental International, 2004;30(2): 
261-278. 

15- Rehman A, Ali A, Muneer B, Shahir AR. Resistance and Biosorption of mercury by bacteria 
isolated from industrial effluents. Pakistan Journal of zoology. 2007; 39(3): 139-146. 

16- Safiyanu I, Abdulwahid IA, Abubakar US, Ritasingh M. Review on comparative study on 
bioremediation for oil spills using microbes. Research J. Pharmaceutical Biological and Chemical 
Sciences, 2015; 6(6): 783-790. 

17- Samanta A, Pera P, Khatoon M, Sinha C, Pal P, Lalee A, Mandal A. 2012. An investigation on 
heavy metal tolerance and antibiotic resistance properties of bacterial strain Bacillus sp. isolated 
from municipal waste. J. Microbiology and Biotechnology Research. 1(2): 178-189. 

18- Soltan ESIsolation and charaterization of antibiotic and heavy metal resistance P. Stutzeri. 
Biometals, . 2001; 7: 30-40. 

19- Xu J, Yan HC, Yang B, Tong LS, Zou YX, Tian Y. Effects of lead exposure on hippocampal 
metabotropic glutamate receptor subtype 3 and 7 in developmental rats. J of neg results in biomed, 
2009;8: 5-11. 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
97

.8
.3

0.
8.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
09

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1397.8.30.8.3
https://ncmbjpiau.ir/article-1-1083-fa.html
http://www.tcpdf.org

