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بررسي اثر نانوذرات اكسيد مس روي ژنوم باكتري استافيلوكوكوس اورئوس با استفاده از 
  RAPDنشانگرهاي مولكولي 

  2فرخ كريمي و *1بهرام گلستاني ايماني ،1عنسرين زار
  اروميه، دانشگاه آزاداسلامي واحد اروميه، گروه زيست شناسي 1

  مراغه، دانشگاه مراغه، گروه بيوتكنولوژي 2

  12/12/94 :تاريخ پذيرش  14/6/94 :دريافت تاريخ

  چكيده
ها و عوامل ضد ميكروبي مرسوم، تحقيقات بسياري براي يافتن انواع جديد بيوتيكبا توجه به مقاومت باكتريها نسبت به آنتي

فعاليتهاي ضد اي به شكل نانوذرات با فزآيندهبا توسعه فناوري نانو، مس به طور . ه استانجام شد مؤثرعوامل ضد ميكروبي 
 از نانو در اين تحقيق. مورد استفاده قرار گرفته است گرم مثبتو  هاي گرم منفيعليه همه باكتريميكروبي بالا و قيمت ارزان 

به عنوان مدل براي  اورئوس استافيلوكوكس اثر آن روي ژنوم باكتري براي بررسي) نانومتر 20كمتر از ( همس با انداز دذرات اكسي
ذرات تيمار  ليتر با اين نانوميكروگرم بر ميلي 60و  30بدين منظور ابتدا باكتريها را با غلظتهاي . رم مثبت استفاده شدباكتريهاي گ

صورت  DNAساعت خاصيت ضد ميكروبي نانوذرات بررسي گرديده و استخراج  24و  4، 2هاي زماني كرده و در فاصله
هاي تيمار شده به باكتري ژنومي DNAجهت بررسي تغييرات  )RAPD-PCR(تكنيك واكنش زنجيره اي پليمراز رپيد . گرفت

روي ژل آگارز مورد تجزيه  PCRمحصولات  الكتروفورزيس، نتايج حاصل ازNTSYS-PC ربا استفاده از نرم افزا. كار گرفته شد
ي باكتريهاروي رشد  ياكسيدمس علاوه بر اثر مهار كنندگ راتذو گرديد نانه در اين تحقيق مشاهد. و تحليل قرار گرفت

   .آن در نقاط مختلف گرديده استراثر گذاشته و باعث تغيي آنها ژنومي DNAروي توالي  ك اورئوساستافيلوكو

 )RAPD-PCR(  اي پليمراز رپيداكسيدمس، باكتري استافيلوكوكوس اورئوس، واكنش زنجيره اتنانوذر :ي كليديواژه ها

 golestani_bahram@yahoo.com: ت الكترونيكيپس ،32719900: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
ها و بسياري از عوامل ضد باكتريها در برابر آنتي بيوتيك
اند كه اين مقاومت قابل توارث باكتريايي مقاومت پيدا كرده

شود كه يكي از بوده و باعث ادامه بيماريهاي عفوني مي
اين . بزرگترين چالشهاي سلامتي سراسر جهان است

فت متناوب استراتژيهاي درماني باكتريها را بر پيشر
مواد به دليل  اخير نانو ر چند دههد). 28و  3( انگيزدمي

ويژگيهاي جديد شامل بزرگ بودن نسبت سطح به حجم و 
عليه باكتريها توجه زيادي پيدا كرده  فعاليت مهاري بالا

اين، گزارش شده كه نانوذرات  علاوه بر ).29و  2( است
نشان  از خود كوچك فعاليت ضد ميكروبي خوبي هبا انداز

ات ذر به نانو در ميان نانوذرات ديگر، اخيراً. )5(ند اداده
نانوذرات ارزان . مس توجهات بيشتري شده است اكسيد

به جاي نانوذرات فلزي گران قيمت در سطح كاربردهاي 
آنها آخرين  احتمالاًشوند و ميكروالكتريكي پيشنهاد مي

بنا به گفته . )27و  11( اندكروبي كشف شدهمواد ضد مي
 DNAمس مي توانند با اكسيد محققان نانو ذرات 

ي باكتريايي به خصوص پروتئينهاسيتوپلاسميك باكتري و 
يي كه در مراحل حياتي  سلول همانند زنجيره انتقال آنزيمها

پپتيد وگليكانهاي ديواره همچنين باوالكترون شركت دارند 
واكنش داده و باعث تخريب  لاسماييغشاي پو  سلولي
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اكسيد ذرات علاوه براين نانو). 8(دكامل غشاي باكتري شون
با ارگانهاي اكسيداتيو مانند ميتوكندري و  اًمس مستقيم

را در  ROSدهند و توليد پروتئينهاي فعال واكنش مي
نانوذرات  به وسيلهيونهاي مس كه . كنندسلولها تحريك مي

 هاي شيمياييواكنش به وسيله دواننتمي شوندتوليد مي
نيز به  ROS .را در سلولها القاء كنند ROSمختلف، توليد 
اي را القاء تك رشته DNAتواند شكستن نوبه خود مي

بنابه گفته همچنين ). 12و  4(دكرده و در بيان ژن اثر بگذار
نانوذرات اكسيد مس ممكن است كاتيونهاي مس محققان 

هاي فلزي در آن محل زايش غلظت يونآزاد كند كه باعث اف
را باكتري هاي فلزي هموستازيس سلول شود و كاتيون

نانوذرات اكسيد مس ممكن است باعث  ).7(مختل كند
ايجاد جهش در باكتري گرديده و با تغيير در خاصيت 

بازها در  فعاليت ضد باكتريايي شركت  ،جفت شدن بازي
نوذرات مس، اين  به دليل اثرات ضد ميكروبي نا).  10(كند

از محصولات تجاري، بهداشتي، پزشكي و  مواد در بسياري
ايل همچنين در صنايع  مهندسي مانند كاتاليزگرها، وس

علاوه بر . روند به كار مي هاي الكترونيك نوري و كاربرد
فعاليت ضد ميكروبي اين نانوذرات، اثر ضدويروس و ضد 

نانوذرات ). 19(قارچ اين نانوذرات  نيز گزارش  شده است
مي تواند در شرايط نامساعد مانند دماي بالاي 
استريليزاسيون، كه تحت آن آنتي بيوتيكهاي مرسوم 

نانوموادي كه در تحويل . شوند مقاومت كنندغيرفعال مي
 - 1شود داراي مزيت چندگانه آنتي بيوتيكها استفاده مي

بهبود قابليت  - 2توزيع شكل يكنواخت در بافت هدف 
رهاسازي كنترل شده و تحميل شده  - 3 حل شدن

فعاليت ضد ميكروبي نانوذرات روي بر روي ). 17(هستند
باكتريهاي بيماريزاي انسان مانند اشريشياكلي و 

  ).24( استافيلوكوكوس اورئوس مطالعه زيادي شده است
يك مطالعه اثبات مفهوم اثر ضد عفوني كنندگي از اكسيد 

طوح توسط رسوب س. مس در سه سطح انجام شده است
سه روش اسپري حرارتي، پلاسما  اكسيد مس با استفاده از

 سپس سطوح با باكتري. اسپري واسپري سرد توليد شد

 methicillin(MRSA)استافيلوكوكوس اورئوس مقاوم به 
آلوده شدند و بعد از دو ساعت قرارگرفتن اين سطوح در 

در روش رسوب  MRSAبازده كشندگي  ، MRSA برابر
ي كاهش يافت كه مؤثري با اسپري سرد به صورت گذار

سرعت  اثر. ناشي از سرعت بالاي ذرات اسپري شده است
بالاروي ذرات به روش اسپري سرد باعث افزايش ساختار 

ي يونهااين  ريز اكسيد مس و انتشار يوني مي شود و
نانو ). 26(اكسيد مس مسئول فعاليت آنتي ميكروبي هستند

ده به عنوان ماده ضد باكتريايي بر روي هنگام استفاه بذرات 
لذا . دنها نيز اثر گذارهاي يوكاريوتي و ساير ارگانيسمسلول

هاي مؤثر ضد باكتريايي و دست آوردن غلظتبه  بايد براي
تاثير ژنوتوكسيكي آن به عنوان جايگزيني مناسب براي 
آنتي بيوتيكها و مواد ضد عفوني كننده  بدون ضرر، بيشتر 

از آنجايي كه تاكنون اثر ضد باكتريايي  .)20( بررسي گردد
. از طريق اثر نانوذرات مس روي ژنوم بررسي نشده است

هاي مختلف در زمانهاي دز راين تحقيق به منظور بررسي اث
 اكسيدمس روي ژنوم ذرات نانو متفاوت تيماري

به عنوان باكتري مدل صورت گرفت  اورئوس استافيلوكوك
در اين مطالعه   )RAPD-PCR(ك كه بدين منظور از تكني

 . استفاده شده است

  روشهامواد و 
، پس از انجام كشت افتراقي كشت باكتري و شرايط كشت

انجام تست كاتالاز براي  روي محيط ائوزين متيلن بلو و
 ميلي ليترمحيط 5، باكتري در اطمينان از نوع باكتري

BHBbroth  ر به مدت يك شبانه روز در انكوباتور شيكردا
 كشت داده rpm 200 دوربا  سانتي گراددرجه  37در دماي 

شد و ميزان رشد باكتريها از طريق اندازه گيري چگالي 
نانومتر كنترل  600محيط كشت در طول موج  )OD(نوري 
  )1(.گرديد

اكسيد مس با قطر ات نانوذر: نانو ذرات اكسيد مس تهيه
انشگاه نانومتر كه توسط گروه بيوتكنولوژي د 20كمتر از 

. گرفت قرار اين تحقيقدولتي مراغه سنتز و در اختيار 
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 .آناليز گرديد مشخصات آن توسط ميكروسكوپ الكتروني
 PH: 7.4 از بافر فسفات سالين بابراي تهيه محلول استوك 

  . دبه عنوان حلال نانوذرات اكسيد مس استفاده ش

: بررسي خاصيت ضد ميكروبي نانوذرات اكسيد مس
 60و  30ثر نانوذرات، باكتريها با غلظتهاي جهت بررسي ا

ميكروگرم بر ميلي ليتر نانوذره اكسيد مس در 
با دور  سانتي گراددرجه  37دار در دماي  شيكرانكوباتور

rpm200  هاي چگالي نوري هر كدام از لوله. تيمار شدند
نانومتر و در فاصله هاي زماني  600آزمايش در طول موج 

 باكتريهانجش رشد جمعيت ساعت جهت س 24و  4،2
  .اندازه گيري شد

باكتري شاهد و تيمار ژنومي ي DNA : DNAاستخراج 
شركت ژن (شده با استفاده از كيت استخراج دي ان آ 

كيت مذكور استخراج گرديده  العملدستور مطابق با) مارك
اسپكتروفتومتري ش و كميت و كيفيت آن با استفاده از رو

  .آناليز گرديد درصد 1 گاروزآ و الكتروفورزيس روي ژل

 RAPD-PCR :DNAانجام واكنش زنجيره پليمراز 
 -RAPDجفت بازي  10پرايمر  15ژنومي، با استفاده از 

PCR  تصادفي انتخاب شده و از دانشگاه  دولتي  به طوركه
توالي پرايمر هاي مورد . مراغه تهيه شده بودند، تكثير شد

بدين ترتيب كه . ، ذكر شده است) 1(استفاده در جدول 
) x10(ميكروليتر  5/2ميكروليتر پرايمر،  1مقدار

PCRbuffer، 3   ميكروليترMgCl2  ،1  ميكروليترdNTP  ،
 3/0استخراج  شده و   DNAميكروليتر از  نمونه   1

ميكروليتر  2/16كه با  polymerase TaqDNAميكروليتر 
. دليتر رسانده  ش  ميكرو  25 مقطر ديونيزه به حجم آب

 ,Corbettresearch( ردردستگاه ترموسايكل PCRواكنش 

Australia (واسرشت شدن : با  برنامه زير انجام گرفت
 5به مدت   سانتي گراددرجه  95الگودر دماي   DNAاوليه 

  سانتي گراددرجه  95دماي  سيكل به ترتيب،  40دقيقه و 
  DNAهاي  ثانيه جهت واسرشت شدن رشته  35به مدت 

جهت    ثانيه 45به  مدت   سانتي گراددرجه  30دماي الگو، 

سانتي درجه    72هاي  الگو، دماي  اتصال پرايمرها به رشته
ثانيه  جهت سنتز رشته  جديد از روي   45به مدت    گراد

هاي  ناقص   دقيقه جهت تكميل  سنتز رشته  7و رشته الگو
  .دبه  كار گرفته  ش

  هاي مورداستفادهتوالي نوكلئوتيدي پرايمر -1جدول

 نام پرايمر توالي نوكلئوتيدي پرايمر

GTCGTTCCTG OPS13 
ACAGGTGCGT OPR12 
GGGTAACGCC OPA09 
TCTGGTGAGG OPT17 
TCCTGGTCCC OPS09 
GTGATCGCAG OPB08 
CAATCGCCGT OPA11 
GGTGACGCAG OPB07 
CTCACCGTCC OPC09 

AATGCCGCAG OPT14
AGTCGGGTGG OPS11 

GTGATCGCAG OPA10 
GGACGCTTCA OPQ14 
GTAGCCGTCT OPR11 

TCTGGTGAGG OPS03 

، PCRبعد از اتمام واكنش : RAPD – PCRبررسي نتايج 
 PCRميكروليتراز محصول  10 جهت آشكارسازي باندها،

ولت الكتروفورزيس  120با ولتاژ   درصد 2روي ژل آگارز 
  .گرديد

محصولات آناليز داده هاي حاصل از الكتروفورزيس 
PCR : باند هاي مشاهده شده روي ژل آگارز براساس

وجود يا عدم وجود آنها براي هر پرايمر، به ترتيب به 
 3صورت يك و صفر امتيازدهي گرديد كه نتايج در جداول 

-NTSYS سپس داده ها در نرم افزار . آمده است 5تا 

PC براي مقايسه از رسم ماتريكس تشابه به روشDic  و
 .مورد استفاده قرار گرفت UPGMAم با روش  دندروگرا

  نتايج
ميكروسكوپ  ،صحت نانوذرات اكسيد مس تأييدبه منظور 
 عكسهااستفاده گرديد كه دراين SEM و TEMالكتروني 

نانو ذرات اكسيد مس در نقاط سياه ديده مي شود و در 
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ذرات سيليكا سبب پايداري نانو . منافذ سيليكا ثبت شده اند
نانو ذرات اكسيد مس در حالب . مس مي شودذرات اكسيد 

 قرار گرفتن در محيط آزاد ناپايدار هستند و بعد از مدتي
، 1 هاي نتايج در شكل. خاصيت خود را از دست مي دهند

  .آمده است 3 و 2

  
 Transmission electron(TEM)عكس ميكروسكوپي  -1شكل

microscopy از نانو ذراتcuo .  

كه در . مي باشدCuo نانو ذرات نقاط سياه نشان دهنده 
اندازه نانوذرات اكسيد مس . مناقد سيليكا تثبت شده اند

  .نانومتر مي باشد 20كمتر از 

  
 Scanning electron microscopy(عكس ميكروسكوپي-2شكل

(SEMليكا را نشان مي دهديكه وجود منافذ در نانوذرات س.  

 :ارزيابي خاصيت ضد ميكروبي نانوذرات اكسيد مس
نتايج آزمايش فعاليت ضد ميكروبي نانوذرات اكسيد مس 

اين را ثابت كرد  بر عليه باكتري استافيلوكوكوس اورئوس
رشد باكتري بعد از تيمار با نانوذرات با غلظتهاي كه 

ميكروگرم بر ميلي ليتر، در فاصله هاي  60و  30متفاوت 
ساعت رشد  24ساعت متوقف شد و پس از  4 و 2زماني 

گوياي اين  2جدول شماره  .شدآنها ديده  جزيي در
 .باشدواقعيت مي

  

  

  
كه در كريستالو گرافي  مي باشد Cuoربوط به ذرات م 39 ،36هاي  Theta -2.مي باشد Cuoكننده حضور نانو ذرات  تأييدكه  XRDآناليز  -3شكل

 . مشخص است "كاملا
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  )nm 600(موج نمونه ها در طول ) OD(ميزان تغييرات جذب نوري -2جدول 
 ساعت 24بعد از  ساعت 4  بعد از ساعت2بعد از قبل از تيمار شماره لوله غلظت

 1/39 0/88 0/86 0/86 1  شاهد

30µg/ml 2 0/86 0/86 0/86 1/0 

3 0/86 0/86 0/86 ½ 

60µg/ml 4 0/86 0/86 0/86 ½ 

5 0/82 0/82 0/82 1/0 

 

مربوط به هاي باند: RAPD- PCRآناليز محصولات 
 -RAPDبه وسيلهپرايمر  15 يافته توسط تكثير قطعات 

PCR   ها، به براساس وجود يا عدم وجود آنها در نمونه
 يك و صفر امتيازدهي گرديد كه نتايج در به صورتترتيب 
اساس نتيجه . آمده است 6 تا 3 جداولو  6و 5، 4ي شكلها

- اي نمونهايي است كه هر پرايمر برگيري تفاوت در بانده

هر ستون به  .دهدهاي كنترل و تيمار شده تشكيل مي
حاصل از  PCRترتيب از سمت چپ، رديف اول محصول 

حاصل از  PCRمحصول ژنوم نمونه شاهد، رديف دوم 
حاصل از ژنوم  PCR محصولو رديف سوم  1ژنوم تيمار 

 براي: باشدميشرح ذيل ه تفسير شكل ب. باشدمي 2تيمار 
باند  3 كه گرديد باند روي ژل تشكيل OPS-13 ،3 رپرايم

قطعه  5  از . ها متفاوت بودبين گروه شاهد و تيمارشده
 OPR-12، 4 و OPA-11 ، OPS-11پرايمر براي تكثير شده 

در . قطعه بين گروههاي شاهد و تيمار شده متفاوت بودند
شد كه تمامي باندها بين  يلباند تشك OPA-09  ،8پرايمر 

در  همچنين .يمار شده ها متفاوت بودندگروه شاهد و ت
شاهد روههاي گ قطعه تكثير شده بين 4هر، OPT-17پرايمر 

-OPSو OPB-07 در پرايمر. ها  متفاوت بودندو تيمار شده

گونه تفاوتي بين گروه  قطعه تكثير شد كه هيچ ، يك09
-OPBبراي پرايمر . ها مشاهده نگرديدشاهد و تيمارشده

بين گروه  تمامي باندهاتشكيل شد كه باند روي ژل  5، 08
، OPB-07براي پرايمر  .ها متفاوت بودندشاهد و تيمارشده

گونه تفاوتي  فقط يك باند روي ژل تشكيل گرديد كه هيچ
 4از بين  .ها مشاهده نگرديدبين گروه شاهد و تيمارشده

قطعه بين  OPC-09،2قطعه تكثير شده توسط پرايمر 
در پرايمر . ده متفاوت بودندگروههاي شاهد و تيمار ش

OPT-14  ،6 باند بين گروه شاهد و  5 باند تشكيل شد كه
قطعه تكثير شده  8از بين  .ها متفاوت بودندتيمار شده

قطعه بين گروه شاهد و تيمار  OPA-10،7توسط پرايمر 
قطعه تكثير  OPQ-17 ،3براي پرايمر  .ها متفاوت بودندشده

ها متفاوت هد و تيمار شدهشد كه يك قطعه بين گروه شا
قطعه آنها  3قطعه تكثير شده،  5، از OPS-03 در پرايمر .بود

براي پرايمر . ها تفاوت داشتندبين گروه شاهد و تيمارشده
OPR-11 اين باند فقط يك باند روي ژل تشكيل گرديد كه 

  .ها متفاوت بودبين گروه شاهد و تيمارشده

، دم وجود باندوجود يا عبراساس : تشابه ماتريكس
ماتريكس تشابه براي نمونه هاي كنترل و تيمار شده  با 

 .ه استبدست آمد  7محاسبه شده كه در جدول Dicروش 
 4800000/0 تا 0000000/1فاصله ژنتيكي بين نمونه ها از 

نزديك تر، شباهت ژنتيكي  1متغير بوده كه هر چه اعداد به 
  .ها بيشتر شده استبين نمونه
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  نتايج باندهي مربوط به پرايمرها –5جدول 
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  نتايج باندهي مربوط به پرايمرها –6جدول 
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  تريكس تشابهما -7جدول 

Dice (Czekanowski or Sorenson) Measure 
Case  كنترل  1تيمار 2تيمار 

  كنترل  0000000/1    
  1تيمار  6590909/0  0000000/1  

  2تيمار  4800000/0  56833803/0  0000000/1
        

در   UPGMA، دندروگرام كه با روش 7در شكل شماره 
ع ژنتيكي به منظور مقايسه تنو  NTSYS-PCنرم افزار 

ايجاد شده بين نمونه كنترل و تيمار شده با نانوذرات اكسيد 
مشاهده شد كه نمونه كنترل و نمونه . مس رسم گرديد

در شاخه جداگانه قرار  2 يك شاخه و تيماردر  1تيمار
گرفته اند كه اين بيانگر ايجاد تفاوت ژنتيكي بين آنها 

  .باشدمي

  بحث
 4و 2باكتري بعد از در اين تحقيق مشاهده شد كه رشد 

ميكروگرم بر ميلي ليتر  60و 30ساعت تيمار با غلظت 
اكسيد مس به طور كامل متوقف گرديد پس با  اتنانوذر

توجه به اين تحقيقات مي توان نتيجه گرفت كه نانوذرات 
مس با اين غلظت بيشترين فعاليت ضدميكروبي را در 

قاله همچنين در م. دهندكمترين زمان از خود نشان مي
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 ميلادي نيز) 2013(در سال ناياك و همكاران تحقيقي دكتر
ذرات ميكروگرم بر ميلي ليتر نانو 45و 25 از غلظتهاي

 ).16(استفاده شده است اكسيد مس

  
   NTSYS –PC توسط نرم افزارUPGMA دندروگرام حاصل از تجزيه بر اساس آزمون رپيد  با روش  -7شكل

ميلادي از نانو ) 2013(سلواراني وهمكارانش در سال 
استفاده نمودند  44و 17,85ذرات اكسيد مس با اندازه هاي 

باكتري در اين بررسي بيشترين اثر مهار كنندگي براي  و
در اين مطالعه ). 15(نشان داده شد پسودوموناس آئروژينوزا
نوذرات اكسيد مس جهت تيمار غلظت مشخصي از نا

ه كار برده شد و ها و بررسي خاصيت ضد ميكروبي بباكتري
با توجه به اينكه براساس مطالعات زيادي اثر نانوذرات 
اكسيد مس به عنوان ماده ضد ميكروبي به اثبات رسيده 

هدف اصلي اين تحقيق بررسي  بنابراين). 23و18(است 
مي باشد كه اثر نانوذرات اكسيد مس روي ژنوم باكتري 

ك شاخه و با نمونه كنترل در ي 1تفاوت ژنتيكي بين تيمار 
در دندروگرام حاصل از در شاخه جداگانه  2نمونه تيمار 

به  ،مشاهده مي گردد RAPD-PCRتجزيه بر اساس آزمون 
ميكرو گرم بر ميلي ليتربيشترين اثر  60عبارتي يعني غلظت 

 .مهار كنندگي را از طريق تاثير روي ژنوم دارا مي باشد
بين  فاصله ژنتيكي ه شدديد 6در جدول  كه همان طور

بوده كه هر  متغيير 4800000/0تا  0000000/1نمونه ها از 
ها شباهت ژنتيكي بين نمونه نزديك تر، 1چه اعداد به 

 منظورتعيين به بررسي اين همچنين .بيشتر شده است
 باكتري نانوذرات اكسيد مس برروي اثرژنوتوكسيك

استافيلوكوكوس اورئوس به عنوان مدل براي باكتريهاي 
 15 مجموع از راستا اين در. گرفت صورتگرم مثبت 

 يا فقدان جودو  RAPD-PCR واكنش در رفته كار به پرايمر
 توسطDNA توالي تغيير ايجاد از حاكي ژل تصوير در باند

ي زياد تعداد طوري كهبه   .باشدمي مس اكسيد نانوذرات
 قطعه لذا و نكرده شناسايي را هدف يتواليهاا ازپرايمره
 آگاررز ژل روي باند فقدان و هدرنك يداپ تكثير مربوطه
هاي بين باندهاي مشاهده شده در گروه تفاوت .گرديد

هاي ها حاكي از آن است كه تواليتيمار شده و كنترل باكتري
هاي تيمار هدف پرايمرها دستخوش تغييراتي در باكتري

اند كه باعث تفاوت در اتصال پرايمرها و شده، گرديده
اين  دليل. ه واسطه آنها شده استب PCRتكثير قطعات در 

ناشي از ايجاد جهش مستقيم يا  احتمالاًتواند موضوع مي
مس بوده و  ، توسط نانوذرات اكسيدDNAغيرمستقيم روي

 )2007(طوري كه پال و همكارانش در سال يا همان
ايجاد اختلال در مكانيسم  به خاطراند گزارش كرده

طوري به . شوديم  DNA polymeraseهمانندسازي توسط 
بدين نمايد تا سازي را مختل مي صحت همانند احتمالاً كه

 DNAهاي ل همانندسازي تغييراتي در تواليدر خلا گونه
هاي هدف مورد كه منجر به بروز تفاوت در توالي ايجاد شود

بوندارنكوو ). 19(دشو RAPDاتصال پرايمرهاي 
يان در تحقيق خود ب ميلادي، )2012(همكارانش در سال 

نمودند نانوذرات اكسيد مس، با آمين و گروههاي 
كربوكسيل روي سطح سلولهاي ميكروبي  واكنش داده و 
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به  I(Cu(همچنين در طي واكنش اكسيداسيون مس 
)II(Cu،Ros  توليد مي كنند كه باعث آزاد شدن راديكالهاي

 DNAهاي ضروري و شود كه به پروتئينميهيدروكسيل 
 6(شودعاليت ضد باكتريايي ميه و باعث فآسيب رساند

 )2011( همكارانش در سال وجوانگ نينگ دكتر . )21و
و  10هاي بين ذرات اكسيد مس در غلظت نانو ميلادي، اثر

ميكروگرم بر ميلي ليتر نسبت به طيف گسترده اي از  100
ي گرم مثبت و گرم منفي از جمله باسيلوس باكتريها

و  اشريشيا كليسوبتيليس، پسودوموناس آئروژينوزا، 
 مشاهده تغييرات. )9(اورئوس گزارش كردند استافيلوكوك

 توانندمي همچنين تحقيق دراين DNA ي توال در شده
 بروز ازطريق چرخه سلولي رشد و بازدارندگي براي عاملي
 و رشد با مرتبط ژنهاي بيان تغيير آن به دنبال و جهشها
سوندي و ، 2004 در سال). 25( دباشن سلولي چرخه كنترل

هاي اند كه نانوذرات در روي آنزيمهمكارانش نشان داده
در تحقيقات ).22(گذارنددخيل در همانند سازي اثر مي

ميلادي،  2006صورت گرفته توسط دكتر كينگ درسال 
نانوذرات به غشاي  مشخص شده است كه اتصال قوي 

تواند مانع از عملكرد آنزيم دهيدروژناز  ها،  ميبيرون  باكتري
ي پري پلاسميك  آنزيمهاجلوگيري از فعاليت . گردد

،  DNAباكتري و در نتيجه جلوگيري از  فعاليت و عملكرد 
RNA  در مجموع اين . و سنتز پروتئين نيز ديده شده است

در ). 13(مهار فعاليتها منجر به  ليز سلولي خواهد شد 
هاي صورت گرفته توسط آقاي مارتل كه مصادف با بررسي
دي بود، نشان داده شد كه نانو مواد، چسبيدن ميلا 2005
اندازد كه  مي تأخيري باكتري و تشكيل  بيوفيلم را به سلولها

نتوانند تثبيت  باكتريهاشود گروهي از  اين عمل باعث مي
باتوجه به و بر همين اساس ). 14(شوند و تكثير يابند 

اينكه در اين تحقيق باكتريهاي در حال رشد و همانندسازي 
، مي توان چنين داده شدمس تيمار  ا نانوذرات اكسيدب

همانندسازي و همچنين  در حين احتمالاًاستدلال كرد كه 
در مكانيسمهاي ترميمي كه توسط آنزيمهاي مرتبط انجام 

هاي متعدد در كند تا موجب جهشگيرد اختلال ايجاد ميمي
توان نتيجه گرفت كه با لذا مي .شود DNA توالي بازي  

ژنهاي درگير در كنترل چرخه سلولي  درد جهش ايجا
چرخه سلولي مي گردد كه نتيجه مشاهده  توقفموجب 

شده در اين تحقيق نيز كاهش رشد باكتريها را نشان داده و 
  .مي نمايد تأييدمطلب فوق را 
  تقدير و تشكر

وسيله از گروه بيوتكنولوژي دانشگاه دولتي مراغه به بدين
 پرايمرهاي و مين نانوذراتأر تدليل همكاري صميمانه د

  .ددگرمورد استفاده سپاسگذاري مي

  منابع
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Abstract 

Regarding the bacterial Resistance of common Antibiotics and anti-microbial 
agents, a great number of studies have been conducted to discover the recent types 
of anti-microbial agents. With the recent developments in nanotechnology, copper 
has been extensively used as nanoparticles against all positive-gram and to 
negative-gram particles due to its low price and high anti-microbial activity. In the 
present study, copper oxide nanoparticles of (<20 nm) have been used to study its 
effect on the genome of Staphylococcus aureus as a model for Gram-positive 
bacteria. To this end, the bacteria were first treated with 30 and 60 µg/mL copper 
oxide nanoparticles at the intervals of 2, 4, and 24 hours. and then their DNA were 
extracted. In order to investigate the effects of copper oxide nanoparticles on the 
genome, the chain reaction techniques of (RAPD-PCR) was employed. Using the 
software NTSYS-PC, the results obtained from electrophoresis of PCR products 
on Agarose gel were analyzed. The results of the study revealed that copper oxide 
nanoparticles not only effect the growth of Bacteria but also affect the sequencing 
of genomic DNA and leads to the changes of them in different points. 

Key words: nanoparticles copper oxide, Staphylococcus aureus, Rapid 
polymerase chain reaction(RAPD-PCR) 


