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 ويبريوشناسايي برخي مشتقات بنزن به روش زيست سنجي توسط باكتري نورافشان 
MM1 جدا شده از درياي مازندران  
  2محمدجواد چايچي و  1، سيده فريبا پورسيد*1مجتبي محسني

  بابلسر، دانشگاه مازندران، گروه ميكروبيولوژيايران،  1
  تجزيهبابلسر، دانشگاه مازندران، گروه شيمي ايران،  2

  22/5/99 :تاريخ پذيرش   14/10/98: تاريخ دريافت

  چكيده

زيست   بر سلامت انسان و محيط از جمله بنزن و مشتقات آن در آب و فاضلاب به دليل خطراتي كه هاي آلي حضور انواع آلاينده
زيست، سنجش سميت بر  ها در محيط هآلايند شناسايي حضورهاي مفيد براي  از روش. د موجب نگراني گسترده شده استدارن

برخي مشتقات بنزن به روش  حضور شناساييهدف پژوهش حاضر، . باشد هاي نورافشان مي اساس مهار نورتابي باكتري
 ،براي سنجش سميت. جدا شده از درياي مازندران بودMM1  ويبريونورافشان بومي بر پايه مهار نورتابي باكتري سنجي  زيست
سميت مشتقات بنزني از طريق كاهش  .شد نورافشان مجاورمحيط رشد باكتري  بابنزن و برخي مشتقات آن  هاي مختلفغلظت 

در حضور مشتقات بنزن كاهش  MM1باكتري  تابينتايج نشان داد نور. به كمك لومينومتر سنجيده شد MM1 ويبريونورتابي 
همچنين مقادير . گرم بر ليتر را داشت ميلي 10-18 پايين تا هاي بسيار چشمگيري داشت به طوريكه باكتري توانايي تشخيص غلظت

EC50 ،41/3×10-14 بترتيببنزن، رزورسينول و پيروكتكول  فنل، نيترو بنزن، آنيلين، كلرو بنزن، كلرو بنزن، برمو اتيل براي بنزن،  
. گرم بر ليتر محاسبه شد ميلي 3/8×10-3و  2 ×4-10، 9/2×3-10 ، 28/3×10- 8، 82/1×5-10، 91/2×9-10، 29/1×10- 8، 83/7×13-10

بنزن با  نتايج نشان داد اتيل. محاسبه شد هر غلظتبراي  T1/2پارامتر مشتقات بنزن، براي ارزيابي سميت حاد و سميت مزمن 
گرم بر ليتر داراي بيشترين ميلي 9/1×10-8بنزن با غلظت  گرم بر ليتر داراي بيشترين سميت حاد و نيتروميلي 7/1×10-10غلظت 

نورافشان بومي  MM1 ويبريو نشان داد پژوهش حاضر نتايج. بودثانيه  9/471و  6/15 بترتيب T1/2سميت مزمن با مقدار 
  .مورد استفاده قرار گيرد مشتقات بنزنمحيطي شامل   هاي زيست آلايندهسنجش سميت شناسايي و تواند براي  مي

  MM1 ويبريو بيولومينسانس، بنزن، سنجش سميت،مشتقات  :هاي كليدي واژه

  M.Mohseni@umz.ac.ir: ، پست الكترونيكي01135302497: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 ،توجهيرشد جمعيت و صنعتي شدن به ميزان قابل 

هاي  آلاينده. خاك را افزايش داده استآلودگي آب و 
و معدني در حجم زياد و به  آليشامل تركيبات ختلف م

هاي  آلاينده در ميان. شودطور دائم وارد محيط زيست مي
 و تك حلقه آروماتيك ،هاي آليفاتيك هيدروكربنآلي، انواع 

ك سهم چند حلقه، تركيبات نيترو آروماتيك و كلرو آروماتي
اده زيادي از آلودگي محيط زيست را به خود اختصاص د

آلودگي به  و زيرزميني در معرض سطحيهاي  آب .است
ابتلا يكي از علل اصلي  و قرار دارندآلي هاي  يندهآلا انواع

 .)23(آيد  به شمار ميها و مرگ و مير در جهان  بيماريبه 
بنزن و مشتقات آن  هاي آلي از جمله انواع آلاينده حضور

در آب و فاضلاب به دليل خطراتي كه روي سلامت انسان 
. گسترده شده استنگراني موجب د، نيست دارو محيط ز
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مواجه بيش از حد مجاز با اين مواد موجب به طوري كه 
   ).24( گردد به ويژه سرطان خون مي ها انواع بيماريبروز 

، ها آلاينده ابي سميت و خطرات زيست محيطيبراي ارزي
مانند كروماتوگرافي  آناليز دستگاهيهاي  توان از روش مي

 -كروماتوگرافي گازيو يا ) HPLC(مايع با كارايي بالا 
ها به دليل  اين روش. استفاده كرد) GC-MS(طيف سنجي 

 ،تجربه با اپراتورو نياز به  آناليزهزينه بالا، زمان طولاني 
اين  براي غلبه بر .)6( كنند هايي ايجاد مي محدوديت
سنجي و ساخت  هاي زيست ها، روش محدوديت
به دليل پاسخ سريع، جايگزين شده است كه ها  بيوسنسور

حساسيت بالا، هزينه كم و عدم نياز به اپراتور متخصص، 
  .)8( آيدبه شمار ميها  بزار كارآمدي براي تشخيص آلايندها

 واثرات سمي تجزيه و تحليل  ي برايسنجي روش زيست
تاثيرات آن روي  ها بر اساسآلايندهتعيين غلظت 

موجودات زنده است كه براي تشخيص خطرات زيست 
يا محصولات  يطي، شناسايي سميت مواد شيمياييمح

محيط  تجاري، ارزيابي كيفيت آب و فاضلاب و تاثير آن بر
در ميان انواع  .)13( گيرد زيست مورد استفاده قرار مي

باكتري به  نورتابياساس مهار  سنجي بر زيستها، روش
ان دليل سرعت و حساسيت بالا و هزينه كم، اغلب به عنو

 ،در شرايط بهينه. شود اولين روش غربالگري انتخاب مي
دارد را آبي - زتوانايي ساطع كردن نور سب نورافشان باكتري

ها و مواد سمي نظير يون فلزات  اما در حضور آلاينده
 ...ها و كش ماتيك، حشرههاي آرو نسنگين، هيدروكرب

  .)17( روديافته و يا از بين ميكاهش  باكترينورتابي 

سنجي مهار  شناسي در زيست سميتمهم ترين پارامتر 
است  EC50 (Effective concentration)، بيولومينسانس

 50 يعني غلظتي از آلاينده كه نورتابي باكتري را حدود
  .)4( دهد كاهش مي درصد

شامل  نيهاي هيدروكرب آلايندهدر پژوهش حاضر سنجش 
سنجي بر پايه مهار  روش زيست به برخي مشتقات بنزني

جدا شده از  MM1 ويبريونورتابي كشت تازه باكتري 

سميت حاد و مزمن  همچنين. شد بررسيدرياي مازندران 
هاي بنزني بر سيستم نورتابي زيستي باكتري  آلاينده

  .گرديد مطالعهنورافشان به كمك رسم منحني لومينومتري 

  هامواد و روش
در پژوهش حاضر : MM1 ويبريو نورافشان كشت باكتري

در آزمايشگاه كه قبلا  MM1 ويبريو نورافشان باكترياز 
دانشگاه  تنوع زيستيتحقيقاتي ميكروبيولوژي محيطي و 

 استفاده شدان جدا شده بود، درياي مازندرآب از  مازندران
 مايع محيط كشت اختصاصيبراي كشت باكتري، . )18(

SWB (Sea water broth) محيط كشت .تهيه شد SWB با 
گرم،  5/0گرم، عصاره مخمر  5/0 مخلوط كردن پپتون

، پتاسيم گرم 4/2گرم، سديم كلرايد  3/0عصاره گوشت 
، منيزيم سولفات گرم 53/0 ، منيزيم كلرايدگرم 07/0كلرايد 

ليتر  ميلي 100گرم در  ،01/0، كلسيم كلرايد گرم 7/0آبه  7
همچنين براي  .)pH=0/7±2/0( آب ديونيزه تهيه شد

مشاهده نورافشاني كلني باكتري از محيط كشت آگاردار 
SWA درصد  5/1اين محيط كشت با افزودن . استفاده شد

پس از ). 19(تهيه شد  SWBآگار به محيط كشت مايع 
مدت  تلقيح باكتري در محيط كشت، گرمخانه گذاري به

  .شد گراد انجام سانتيدرجه  28ساعت در دماي  24

بررسي  براي:  MM1 ويبريوبررسي رشد و نورافشاني 
هاي  از روش بترتيب رشد و نورافشاني باكتري

پس از  .لومينومتري استفاده شداسپكتروفتومتري و 
 ،MM1سويه ساعته  24شستشوي سلولي از كشت 

سوسپانسيون رسوب سلولي در محيط كشت استريل تهيه 
  SWBتازه محيط كشت شد و با غلظت يك درصد به

گراد گرمخانه گذاري درجه سانتي 28و در دماي  تلقيح
محيط جذب نوري  ميزان براي سنجش رشد باكتري،. شد
نانومتر توسط  600در طول موج هاي مختلف  در زمان رشد

. شد اندازه گيري(CT-Chrom Tech 2200) اسپكتروفتومتر 
شدت نسبي نورتابي  ،MM1 ويبريو همزمان با بررسي رشد

 .)9( ثبت گرديد (Berthold)لومينومتر  به كمك باكتري
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 RLUيا  با واحد نسبي لومينسانس نورتابيشدت 
(Relative Luminescence Unit)  شود و  گيري مي اندازه

ناسب با شدت نور بر حسب فوتون بر ثانيه محاسبه مت
 .)11( گردد مي

براي :  MM1 ويبريوتوسط  شتقات بنزنسنجش سميت م
 MM1نورافشان سويه سنجش سميت مشتقات بنزن، از 

باكتري در تلقيح شده با  SWBمحيط كشت . استفاده شد
 16پس از . گذاري شد گراد گرمخانه سانتيدرجه  28دماي 
 گرمخانهساعت در  يك ارلن به مدت رشد، ساعت

محيط رشد قرار داده شد تا دور در دقيقه  100 وشيكردار 
با مشتقات بنزن  محلول ذخيره. يكنواخت شودباكتري 

براي حل شدن . تهيه گرديددر آب ديونيزه  غلظت مناسب
شبانه روز  به مدت يك بهتر مشتقات بنزن، محلول ذخيره

و  )جلوگيري از تخريب نوري مشتقات بنزن( در تاريكي
شامل بنزن و مشتقات آن ). 16( دماي اتاق نگهداري شد

بنزن، نيتروبنزن، كلروبنزن، كلروفنل، برموبنزن، آنيلين، اتيل
محلول  به كمكسپس . بود رزورسينول و پيروكتكول

 .شد تهيهبنزن  مشتقاتاز  10- 18تا  10- 2غلظت ذخيره، 
 16- 14 محيط رشد ميزان نورتابي اوليه سنجش پس از
انجام  سنجش سميت مشتقات بنزن، MM1 ويبريوساعت 

با يك  MM1 محيط رشداز ليتر  ميلي يك حجم .شد
به طور مشتقات بنزن هاي مختلف  از غلظتليتر  ميلي

مخلوط ) Berthold(لومينومتر  در لوله مخصوصجداگانه 
هاي نورتابي لوله). 5(سازي شد  دقيقه مجاور 15 به مدت و

تقات بنزن و سوسپانسيون مش هاي مختلف غلظتحاوي 
يا  RLUبه صورت ثانيه  140به مدت ثانيه و  5باكتري هر 

   .ثبت شدلومينومتر  شدت نسبي نورتابي توسط

از رسم منحني كاهش  پس: هاي سنجش سميت داده آناليز
غلظت مشتقات بنزن و بر اساس  MM1 ويبريو نورتابي

بدست ها  ، معادله خط منحني(RLU) شدت نسبي نورتابي
سميت  .براي هر تركيب محاسبه شد EC50 پارامتر وآمد 

 يا غلظت موثر هر EC50 به كمك پارامتر مشتقات بنزني

باكتري درصد شدت نورتابي  50تركيب كه باعث كاهش 
 R2 پارامترهمچنين ). 3( قرار گرفت مورد ارزيابي ،شود مي

در كاهش نورتابي باكتري  در منحنييا ضريب همبستگي 
. )21( دست آمدب هاي مختلف مشتقات بنزن حضور غلظت
 سبي نورتابي باكتريشدت نلگاريتم نپرين  ،علاوه بر آن

(RLU) هاي مختلف مشتقات بنزن  در حضور غلظت
 MM1و لومينومتري سيستم نورتابي زيستي  محاسبه شد

. انجام شد) نسبت به زمان RLU لگاريتم نپرين اساسبر (
 و T1/2 پارامترهاي ،خط معادله پس از رسم منحني و تعيين

T3/4 مورد نياز براي زمان مطابق تعريف  .محاسبه گرديد
 بترتيبدرصد نورتابي باكتري را  75درصد و  50كاهش 

T1/2  وT3/4 22( گويند(.  

  نتايج
سويه پس از كشت : MM1 ويبريورشد و نورتابي 

منحني ، SWBدر محيط كشت اختصاصي  MM1 نورافشان
رشد باكتري به كمك سنجش جذب نوري محيط رشد در 

نانومتر و در فواصل زماني مشخص رسم  600طول موج 
محيط در  MM1 ويبريوميزان نورتابي همزمان  به طور. شد

و منحني شدت نسبي نورتابي باكتري بر  بررسيرشد 
رشد  دهد نشان مي 1شكل  درنتايج . حسب زمان رسم شد

با گذشت زمان ميزان ساعت آغاز شد و  4باكتري پس از 
به طوري كه جذب  .ايش يافتافزجذب نوري محيط رشد 

ساعت گرمخانه گذاري، به  14نوري محيط رشد پس از 
شدت نسبي ج بررسي همچنين نتاي. برابر رسيد 6بيش از 
نورتابي باكتري متناسب با دهد كه  نشان ميباكتري نورتابي 

دهد شدت اين نتايج نشان مي .رشد باكتري افزايش يافت
 به RLU 100كمتر از  از رشد ساعت 16 پس ازنورتابي 

RLU 832760 دهد شدت نشان مي 1نتايج شكل . يدرس
 يكاهش روند گرمخانه گذاري ساعت 18پس از نورتابي 

 RLU 117301 به ساعت 22 پس از داشت به طوري كه
  .رسيد
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 .SWBدر محيط كشت مايع MM1  ويبريو )(نورتابي شدت  و )♦(رشد -1 شكل

 ويبريوسنجش سميت مشتقات بنزن در آب توسط 
MM1  : ،سويهبراي بررسي سنجش سميت MM1  با
هاي مختلف مشتقات بنزن به طور مجزا مجاور شد غلظت

سپس . و نورتابي باكتري به كمك لومينومتر سنجيده شد
 هر يك از در حضور باكتريمنحني كاهش نورتابي 
از (سنجش سميت نيتروبنزن نتايج  .مشتقات بنزن رسم شد

دهد  نشان مي )باكتري طريق رسم منحني كاهش نورتابي
آغاز گرم بر ليتر ميلي 9/1×10- 13نورتابي از غلظت كاهش 

 9/1×10- 11 نورتابي در غلظتشدت  به طوري كه ،شد
 كاهش يافت RLU حدود يك ميليونگرم بر ليتر ميلي

باكتري در نورتابي  دهدنتايج نشان مي همچنين. )2شكل (
به ، گرم بر ليترميلي 9/1×10- 3غلظت  با نيتروبنزنحضور 
غلظت  اگرچه با افزايش. (EC50) تكاهش يافنصف 
  .باكتري استمرار يافت ، كاهش نورتابينيتروبنزن

بر نورتابي باكتري  ديگر بنزنيتركيب  8تاثير همچنين 
). 3شكل (بررسي شد و منحني كاهش نورتابي رسم شد 

 افزودن نشان داد با 3منحني كاهش نورتابي در شكل 
بنزن به سوسپانسيون  تركيباتهاي بسيار پايين از  غلظت 

 MM1 ويبريو نورتابيباكتري، اثرات سمي آن با كاهش 
اين نتايج نشان دهنده حساسيت بسيار زياد . نمايان شد

 به طوري كه بنزن است به سميت مشتقات MM1سويه 
نورتابي شدت افزايش غلظت تركيبات بنزني با كاهش 

 سنجش نتايجهمچنين  .رابطه مستقيم داشت ،باكتري
 1 جدول معادله خط درنيز  و R2و  EC50 هايامترپار

بيشترين سميت دهد اين نتايج نشان مي .خلاصه شده است
با بنزن مربوط به اتيلكمترين سميت  ومربوط به برموبنزن 

گرم ميلي 83/7×10- 13و  29/1×10- 8 بترتيب EC50 مقدار
  ).1جدول (بر ليتر بود 

  .MM1 ويبريوو معادله خط برخي مشتقات بنزن براساس سنجش سميت توسط  EC50 ،R2مقادير   -1جدول 
  R2EC50 (mgL-1) معادله خط مشتقات بنزن

  Y=-0.0034X–2×10-5 6815/0 14-10 × 41/3  بنزن
 Y=-0.0059X+0.017 7659/0  13-10 × 83/7  اتيل بنزن

 Y=-0.0073X+0.0164 9843/0  8-10 × 29/1 برمو بنزن

  Y=-0.2195X+2.6341 9523/0  3-10 × 9/2  نيتروبنزن
  Y=-0.0843X+0.3311 8941/0  9-10 × 91/2 كلرو بنزن
  Y=-0.2578X+1.1452 891/0  8-10 × 28/3  كلروفنل

  Y=-0.3163X+4.9346 888/0  4-10× 2 رزورسينول
  Y=-0.2209X+3.3616 8631/0  3-10 × 3/8 پيروكتكول

  Y=-0.1191X+1.1952 8115/0  5-10 × 82/1  آنيلين
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 .MM1 ويبريوسنجي مهار نورتابي  سنجش سميت نيتروبنزن به روش زيست -2شكل 
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، )d( بنزن ، برمو)c( بنزن ، اتيل)b( نيلينآ، )a(بنزن : MM1 ويبريوسنجي مهار نورتابي  به روش زيست تركيبات بنزني سميتسنجش  -3شكل 
 ).h(فنل  كلروو ) g(رزورسينول ، )f( پيروكتكول، )e(بنزن  كلرو

هاي مختلف غلظت تعيين بيشترين سميت حاد و مزمن
: MM1 ويبريوبر سيستم نورتابي زيستي  مشتقات بنزن

به مشتقات بنزن از  غلظتهر باكتري در حضور نورتابي 
ثانيه توسط  140مدت  طيثانيه  5هر در  وطور مجزا 

 رسم منحني لومينومتري پس از. لومينومتر ثبت شد
و  باكتري شدت نسبي نورتابي براساس(مشتقات بنزن 

 هر منحني T3/4و  T1/2پارامتر  ،كمك معادله خط به و) زمان
بيشترين  .خلاصه شده است 2 در جدول محاسبه شد و

بر اساس  بترتيببيشترين سميت مزمن نيز و سميت حاد 
با توجه به . شودمحاسبه مي T1/2مقدار  و بيشترين كمترين

 ،از بين تركيبات بنزني 2در جدول  نتايج بدست آمده
داراي گرم بر ليتر ميلي 7/1× 10- 10غلظت بنزن با  اتيل

- ميلي 9/1× 10-8بنزن با غلظت  نيتروو بيشترين سميت حاد 

 T1/2بيشترين سميت مزمن با مقدار گرم بر ليتر داراي 
 به عنوان نمونه همچنين. بودثانيه  9/471و  6/15 بترتيب

 .داده شدنشان  4شكل در بنزن  اتيللومينومتري منحني 
  يها غلظتدر  MM1 ويبريونورتابي منحني شيب 

گرم ميلي 7/1×10- 10و  7/1×10- 12، 7/1×10- 16، 7/1×10- 18
با باكتري و نورتابي  كاهش شديد داشت اتيل بنزن بر ليتر

  . يافتكاهش  چشمگيريسرعت 
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  .بنزن اتيلهاي مختلف  در حضور غلظت شدت نور بر حسب زمانبر اساس  MM1  ويبريولومينومتري سيستم نورتابي منحني  -4شكل 

  

  .MM1 ويبريواساس سنجش سميت توسط  مختلف برخي مشتقات بنزن برهاي  غلظت T3/4و  T1/2مقادير  -2جدول 

  )mgL-1(ها غلظت
  مشتقات بنزن

18- 10  16- 10  14- 10  12- 10  10- 10  8- 10  6- 10  4- 10  

  نيتروبنزن
T1/2 9/72  3/38  5/44  4/90  5/67  9/471  4/290  72  

T3/4 5/30  3/15  5/18  5/38  3/28  9/198  5/119  6/29  

  T1/2 3/23 165 8/178 2/184 3/291  396  2/174  1/28  بنزن
T3/4 4/5  1/51  2/74  1/81  7/135  3/161  6/71  3/12  

  T1/2 3/38  39/41  04/27  04/27  28/31  9/315  3/98  4/156  پيروكتكول

T3/4 2/31 12/33 89/11 89/11 57/11  134  56/40  8/65  

  T1/2 7/16 6/20 2/28 5/20 6/15  8/58  4/73  8/100  اتيل بنزن
T3/4 85/6 86/6 2/10 45/7 8/5  46/5  85/30  71/43  

  آنيلين
T1/2 266  01/208  8/348  0/144  133  2/175  9/66  2/141  

T3/4 63  67/39  8/176  3/59  8/54  3/73  3/28  5/57  

  T1/2 9/55  7/398  169  4/132  6/31  3/24  5/657  9/115  كلروفنل

T3/4 4/22 9/161 4/72 2/55 8/12  21/10  7/278  49  

  T1/2 3/25 1/64 9/28 1/41 5/81  5/98  6/89  3/20  برموبنزن
T3/4 7/10 1/26 3/13 9/17 4/37  2/41  3/38  6/8  

  T1/2 15/57  19/19  295  4/61  57  85  2/126  3/43  كلروبنزن
T3/4 11/23  14/17  3/125  6/25  4/48  2/35  6/53  3/18  

  T1/2 2/91  8/90  5/182  3/47  7/355  99/14  8/178  630  رزورسينول
T3/4 2/37 2/38 7/76 9/18 9/131  39/15  74  3/266  
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  بحث
 هاي سطحي و زيرزميني،آب اخير، آلودگيهاي  در سال

انسان  ي كه براي زندگيها به دليل اهميت درياها و اقيانوس
در سطح جهان تبديل اي جدي  به مسئلهبزيان دارند، آو 

، منابع آبهاي  ترين آلاينده يكي از مهم .استشده 
و  ضايعاتكه منشا آن  باشد هاي نفتي مي هيدروكربن

، حمل و هاي نفت و گاز پالايشگاهصنايع مختلف،  پسماند
  ).10(است  آتشفشاننيز و  نقل دريايي

هاي آروماتيك به ويژه مشتقات بنزن به واسطه  هيدروكربن
داشتن  نيز، و محيط زيستدر  سميت زياد و پايداري بالا

 هايي نظيراز طريق ايجاد بيمارياثرات حاد و مزمن 
مثل، اختلالات  سرطان، ناهنجاري ژنتيكي، اختلال در توليد

  .)25( دگيرن مورد توجه قرار مي ... عصبي و

براي سنجش سميت  هاي مختلف آناليز دستگاهي روش
براي  .يه شده به محيط زيست وجود داردهاي تخل آلاينده

 هايسنجش سميت به روشهاي  غلبه بر محدوديت
 .)1( معرفي شده است شيميايي، سنجش زيستي ي و فيزيك
مبتني بر حيوانات،  هاهاي سنجش آلايندهجا كه روش از آن

 بر است سنجش گير و هزينه ها، وقت گياهان و جلبك
به دليل پاسخ سريع  نورافشان هاي زيستي بر پايه باكتري

هاي  و يا زيستي، به عنوان روشبه سموم شيميايي  هاآن
 .)12( شوند  به كار گرفته ميغربالگري اوليه 

براي انجام سنجش سميت توسط باكتري نورافشان، به 
در  لذا .نورتابي پايدار نياز استتوانايي هايي با  باكتري
 قابليتبا  MM1 ويبريونورافشان از باكتري  حاضر پژوهش

 ژن توالي قبلي آناليز تطبيقي .نورتابي مطلوب استفاده شد
16S rRNA ويبريو MM1  99بيش از نشان داد اين سويه %

. )19( دارد كمپلي ويبريونورافشان مولوژي با باكتري وه
نشان داد رشد  MM1 ويبريونتايج رشد و نورافشاني 

 SWBتلقيح در محيط كشت هاي اوليه  از ساعت باكتري
شدت  حاليكه در .ايش يافتزو با گذشت زمان اف آغاز

 امابسيار كم بود  رشدابتداي  ساعت 6تا  باكتري نورتابي
اين  .پيدا كرد افزايش گرمخانه گذاري ساعت 14بعد از 

احساس در پديده حد نصاب  با نورتابيدهد  نتايج نشان مي
آنتزبرگر و همكارانش نشان . باشد باكتري ها قابل توجيه مي

هاي مشخص  يكي از بهترين ارگانيسم هارويي ويبريودادند 
 در اين پژوهش .شده در پديده حدنصاب احساس است

آناليز ميزان نورتابي با فرآيند حدنصاب احساس در سويه 
 69نشان داد در تراكم سلولي بالا،  هارويي ويبريووحشي 

 تادر ساع .رافشاني دارندهاي باكتري توانايي نو از سلول% 
غلظت همچنين و ها تراكم سلولي باكتريابتدايي رشد، 

با  .استپايين  وارد شده به محيط رشد گرهاياخود الق
باكتري،  يگذشت زمان و افزايش رشد و تراكم سلول

غلظت خود القاگرهاي مورد نياز براي پديده حدنصاب 
رهاي رسد و توسط رسپتومياحساس به حد آستانه 
ها اكتريغشاء سيتوپلاسمي باختصاصي موجود در 

توسط رسپتورها، ها  شناسايي سيگنال. دوشميشناسايي 
هاي ضروري براي انجام عملكردهاي  علاوه بر بيان ژن

سازي توليد مجدد  ، منجر به فعالنورتابي گروهي مانند
اني باكتري در سطح در نتيجه نورافش شده وها  يگنالس

   .)2( يابدادامه مي ارو پايد مطلوب

به خصوص مشتقات بنزن به  آروماتيك هاي هيدروكربن
وارد محيط  ، به طور مستمرهاي صنعتي واسطه فعاليت

و سميت و پايداري زيادي در محيط شوند  زيست مي
ب تركي 9در پژوهش حاضر سنجش سميت  .دارندطبيعي 

نيتروبنزن، بنزن، برموبنزن،  بنزني شامل بنزن، آنيلين، اتيل
فنل، رزورسينول و پيروكتكول به كمك كلروبنزن، كلرو

 مشابه يدر پژوهش. شد ارزيابي MM1 ويبريوباكتري 
ي سنجش سميت ، برا2007در سال  نورليهارتنيك و 

-GCهاي  هاي زيرزميني، از دستگاه تركيبات بنزني در آب

MS  وHPLC در كيت  فيشري ويبريواز باكتري  نيز و
مقايسه نتايج . )7( استفاده كردند Microtoxاستاندارد 

 ويبريو وMM1  ويبريوبه كمك  حاصل از سنجش سميت
- 14 بترتيببراي بنزن   EC50نشان داد مقدار فيشري
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بنزن گرم بر ليتر و براي اتيل ميلي 78/102و  41/3×10
اين نتايج . بود گرم بر ليتر ميلي 69/9و  83/7×10- 13 بترتيب

فيشري  ويبريو، در مقايسه با MM1 ويبريودهد  نشان مي
حساسيت بسيار  ،Microtoxليوفيليزه در كيت استاندارد 

علاوه بر آن،  .ردبنزن و اتيل بنزن دا دو آلاينده بيشتري به
پژوهش پاروز و  برگرفته از EC50مقادير مقايسه 

 ويبريونتايج  نيز و) 20( فيشري ويبريوبه كمك همكارانش 
MM1 و 257 بترتيببراي آنيلين  مطالعه حاضر  

و  6 بترتيببنزن گرم بر ليتر و براي اتيل ميلي 84/1×10- 5
 نشان از نتايج اين. گرم بر ليتر بود ميلي 83/7×10- 15

پايين بسيار  هايغلظتبه  MM1 ويبريو بالاحساسيت 
  .دارد فيشري ويبريونسبت به مشتقات بنزني 

مطالعه روي مهار  2013همچنين لي و همكارانش در سال 
در حضور  ويبريو فيشريبيولومينسانس باكتري 

هاي آروماتيك شامل بنزن و مشتقات آن و نيز  هيدروكربن
نتايج اين . هاي آروماتيك چند حلقه انجام دادند هيدروكربن

تحقيق، مهار بيولومينسانس در حضور اين تركيبات را تاييد 
نشان داد، با افزايش غلظت اين تركيبات ميزان كرد و 

. شود سميت بيشتر شده و مهار لومينسانس بيشتر مي
انحلال مقدار هر ماده از   EC50همچنين مشخص شد مقدار 

مقايسه نتايج حاصل از .  كمتر است ،پذيري آن ماده در آب
ويبريو و كشت تازه MM1  ويبريوسنجش سميت به كمك 

- 14 بترتيببراي بنزن   EC50دارنشان داد مق فيشري

بنزن  گرم بر ليتر و براي اتيل ميلي 823/13و  41/3×10
اين . گرم بر ليتر بود ميلي 637/2و  83/7×10- 13 بترتيب

، در مقايسه با MM1 ويبريودهد كشت تازه  نتايج نشان مي
در حساسيت بسيار بيشتري ، ويبريو فيشريكشت تازه 

 .)15( دو آلاينده بنزن و اتيل بنزن دارد سنجش

بر  MM1 ويبريونتايج لومينومتري سيستم نورتابي همچنين 
 نورافشان باكترياين نشان داد  T1/2 اساس محاسبه پارامتر

 .ها را دارد توانايي تشخيص سميت حاد و مزمن آلاينده
 زيست حيطم به به طور گستردهتركيبات سمي و كشنده 

و به  زمان اثرگذاري بلند مدتعلاوه بر كه  شوندوارد مي
زان سميت و ميصورت مزمن روي موجودات زنده، 

و  T1/2مقادير زياد پارامترهاي  .دارندنيز كشندگي بالايي 
T3/4 و نمايانگر اثرگذاري بلند مدت  ي نورتابيها در سيستم

اين ها  در اين سيستم. باشد مزمن تركيبات آلاينده مي
حتما از براي سنجش سميت، نگراني وجود ندارد كه 

همچنين اندازه . بيشينه شدت نورتابي باكتري استفاده شود
 گيري سميت در طي زمان و با خطاي كمتري همراه است

  .)22و14(

باكتري  دهد نتايج سنجش سميت نشان ميبه طور كلي 
سنجي و  ، حساسيت بالايي در زيستMM1 ويبريو

نتايج . داردرا مشتقات بنزن بسيار پايين  غلظتتشخيص 
گزينه مناسبي در  MM1 ويبريومطالعه حاضر نشان داد 

تواند براي  و مي بوده نورتابيسنجي مهار  زمينه زيست
محيطي به ويژه مشتقات   هاي زيست يندهتشخيص سريع آلا

مورد صنايع پساب  نيز آبي وطبيعي هاي  نهبنزن در نمو
  .استفاده قرار گيرد

  منابع
1- Abbas, M., Adil, M., Ehtisham-ul-Haque, S., 

Munir, B., Yameen, M., Ghaffar, A., ... & Iqbal, 
M. (2018). Vibrio fischeri bioluminescence 
inhibition assay for ecotoxicity assessment: A 
review. Science of the Total Environment, 626, 
1295-1309. 

2- Anetzberger, C., Pirch, T., & Jung, K. (2009). 
Heterogeneity in quorum sensing‐regulated 
bioluminescence of Vibrio harveyi. Molecular 
microbiology, 73(2), 267-277. 

3- Bundy, J. G., Wardell, J. L., Campbell, C. D., 
Killham, K., & Paton, G. I. (1997). Application 
of bioluminescence‐based microbial biosensors 
to the ecotoxicity assessment of organotins. 
Letters in Applied Microbiology, 25(5), 353-
358. 

4- Drzyzga, O., Gorontzy, T., Schmidt, A., & 
Blotevogel, K. H. (1995). Toxicity of explosives 
and related compounds to the luminescent 
bacterium Vibrio fischeri NRRL-B-11177. 



 1399، 4، شماره 33جلد                                                                    )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

540 

Archives of Environmental Contamination and 
Toxicology, 28(2), 229-235. 

5- El-Alawi, Y. S., McConkey, B. J., Dixon, D. G., 
& Greenberg, B. M. (2002). Measurement of 
short-and long-term toxicity of polycyclic 
aromatic hydrocarbons using luminescent 
bacteria. Ecotoxicology and Environmental 
Safety, 51(1), 12-21. 

6- Girotti, S., Ferri, E. N., Fumo, M. G., & Maiolini, 
E. (2008). Monitoring of environmental 
pollutants by bioluminescent bacteria. Analytica 
Chimica Acta, 608(1), 2-29. 

7- Hartnik, T., Norli, H. R., Eggen, T., & Breedveld, 
G. D. (2007). Bioassay-directed identification of 
toxic organic compounds in creosote-
contaminated groundwater. Chemosphere, 
66(3), 435-443. 

8- Hoskins, W. M., & Craig, R. (1962). Uses of 
bioassay in entomology. Annual Review of 
Entomology, 7(1), 437-464. 

9- Kahru, A., Tomson, K., Pall, T., & Külm, I. 
(1996). Study of toxicity of pesticides using 
luminescent bacteria Photobacterium 
phosphoreum. Water Science and Technology, 
33(6), 147. 

10- Kaksonen, A. H., Jussila, M. M., Lindström, K., 
& Suominen, L. (2006). Rhizosphere effect of 
Galega orientalis in oil-contaminated soil. Soil 
Biology and Biochemistry, 38(4), 817-827. 

11- Kelly, C. J., Tumsaroj, N., & Lajoie, C. A. 
(2004). Assessing wastewater metal toxicity 
with bacterial bioluminescence in a bench-scale 
wastewater treatment system. Water Research, 
38(2), 423-431. 

12- Lakzian, A. (2009). Determination of toxicity 
threshold of zinc and copper for E. coli (as 
biosensor). Journal of Water and Soil. 23(1): 1-7 
[Persian]. 

13- Laska, E. M., & Meisner, M. J. (1987). 
Statistical methods and applications of bioassay. 
Annual review of Pharmacology and 
Toxicology, 27(1), 385-397. 

14- Laughlin, R., & Linden, O. (1983). Oil pollution 
and Baltic mysids: acute and chronic effects of 
the water soluble fractions of light fuel oil on 
the mysid shrimp Neomysis integer. Marine 
Ecology Progress Series, 12, 29-41. 

15- Lee, S. Y., Kang, H. J., & Kwon, J. H. (2013). 
Toxicity cutoff of aromatic hydrocarbons for 
luminescence inhibition of Vibrio fischeri. 
Ecotoxicology and environmental safety, 94, 
116-122.  

16- Leme, D. M., Grummt, T., Heinze, R., Sehr, A., 
Renz, S., Reinel, S., ... & Zocolo, G. J. (2012). 
An overview of biodiesel soil pollution: data 
based on cytotoxicity and genotoxicity 
assessments. Journal of Hazardous Materials, 
199, 343-349. 

17- Medvedeva, S. E., Tyulkova, N. A., Kuznetsov, 
A. M., & Rodicheva, E. K. (2009). 
Bioluminescent bioassays based on luminous 
bacteria. Journal of Siberian Federal University, 
4, 418-452.  

18- Mohseni, M., Maghool, S. S. (2016). Toxicity 
assay of heavy metals Pb, Cd and Cu by 
luminescent bacterium isolated from the 
Caspian Sea. Journal of Cellular and Molecular 
Researches, 28(4), 588-598 [Persian]. 

19- Mohseni, M., Abbaszadeh, J., Maghool, S. S., & 
Chaichi, M. J. (2018). Heavy metals detection 
using biosensor cells of a novel marine 
luminescent bacterium Vibrio sp. MM1 isolated 
from the Caspian Sea. Ecotoxicology and 
Environmental Safety, 148, 555-560. 

20- Parvez, S., Venkataraman, C., & Mukherji, S. 
(2006). A review on advantages of 
implementing luminescence inhibition test 
(Vibrio fischeri) for acute toxicity prediction of 
chemicals. Environment International, 32(2), 
265-268. 

21- Parvez, S., Venkataraman, C., & Mukherji, S. 
(2008). Toxicity assessment of organic 
pollutants: reliability of bioluminescence 
inhibition assay and univariate QSAR models 
using freshly prepared Vibrio fischeri. 
Toxicology in vitro, 22(7), 1806-1813. 

22- Shamsipur, M., Yeganeh-Faal, A., Chaichi, M. 
J., Tajbakhsh, M., & Parach, A. (2007). A study 
of chemiluminescence from reaction of bis (2, 4, 
6-trichlorophenyl) oxalate, hydrogen peroxide 
and an optical brightener 5-(3-anilino-5-
chloroanilino)-2-{(E)-2-[4-(3-anilino-5-
chloroanilino)-2-sulfophenyl]-1-ethenyl}-1-
benzenesulfonic acid. Dyes and Pigments, 72(1), 
113-118. 

23- Spengler, J. D., & Sexton, K. (1983). Indoor air 
pollution: a public health perspective. Science, 
221(4605), 9-17. 

24- Smith, M. T., Zhang, L., McHale, C. M., 
Skibola, C. F., & Rappaport, S. M. (2011). 
Benzene, the exposome and future 
investigations of leukemia etiology. Chemico-
Biological Interactions, 192, 155-159. 



 1399، 4، شماره 33جلد                                                                    )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

541 

25- Williams, P. L., & Burson, J. L. (1985). 
Industrial toxicology.Van Nostrand Reinhold 

Company, New York, pp. 230-259. 

 

 

 

 

 

 
 

Bioassay detection of some benzene derivatives using luminescent 
bacterium Vibrio sp. MM1 isolated from the Caspian Sea 

Mohseni M.,1 Pourseyed S.F.1 and Chaichi M.J.2 
1 Dept. of Microbiology, University of Mazandaran, Babolsar, I.R. of Iran. 

2 Dept. of Analytical Chemistry, University of Mazandaran, Babolsar, I.R. of Iran. 

Running title: Bioassay detection of benzene derivatives using luminescent bacterium 
Abstract 

The presence of different organic pollutions including benzene and its derivatives in 
water and waste water has become a major concern. Cytotoxicity assay based on 
bacterial luminescence inhibition is a useful method for the detection of pollutants in the 
environment. The purpose of this study was the detection of some benzene derivatives 
using cytotoxicity assay based on luminescence inhibition of native Vibrio MM1 
isolated from the Caspian Sea. In order to conduct the toxicity test, different 
concentration of some benzene derivatives was added individually to the growth culture 
of Vibrio MM1. The cytotoxicity of benzene derivatives was measured by considering 
the reduction of Vibrio MM1 luminescence using a luminometer. The results showed 
that the luminescent intensity of MM1 was significant reduced in the presence of 
benzene derivatives, so that a very low concentrations of benzene derivatives until 10-18 
mgL-1 were measured. In addition, the EC50 value were measured 3.4×10-14 , 7.83×10 -

13, 1.29×10 -8, 2.91×10 -9, 1.82 ×10 -5, 3.82× 10-8, 2.9×10-3 , 2×10-4, and 8.3 ×10-3 mgL-1 
for benzene, ethylbenzene, bromobenzen, chlorobenzen, aniline, chlorophenol, 
nitrobenzene, resorcinol and pyrocatechol, respectively. To evaluate the acute and 
chronic effects of benzene derivatives, T1/2 parameter was calculated for each 
concentration. These results demonstrated that the concentration of 1.7×10-7 mgL-1 
ethylbenzene and 1.9×10-8 mgL-1 nitrobenzene had the highest acute and chronic 
toxicity with the T1/2 values of 15.6 and 471.9 seconds, respectively. The results of 
current study indicated that the native luminescent Vibrio sp. MM1 can be useful for 
detection and cytotoxicity assessment of environmental pollutants including benzene 
derivatives.  

Key words: Benzene derivatives, toxicity assay, bioluminescence, Vibrio sp. MM1. 


