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در مخمر ساكارومايسس سرويزيه تحت تاثير غلظت هاي  Zrt1مطالعه تغييرات بيان ژن 
  مختلف روي در محيط

 3محدثه لاري پور و 1، اعظم حدادي*2، كيومرث اميني1فروغ سرائي
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  ميكروبيولوژيدپارتمان  دانشكده علوم زيستي، واحد تهران شمال، ،تهران، دانشگاه آزاد اسلامي، ايران 3

  09/02/1400 :تاريخ پذيرش  24/12/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده

دارد و پروتئين ناقل روي  سمي فلزات جذب در اثر مهمي ،(Saccharomyces cerevisiae) ساكارومايسس سرويزيه مخمر
Zrt1 ژن بنابرين، تغييرات بيان. سلولي توسط مخمر كمك مي كند روي خارج به جذب Zrt1 .مخمرS. cerevisiae به عنوان 
 حاصل از ابتدا از نمونه. در مطالعه حاضر مورد بررسي قرار گرفت غلظت هاي مختلف روي تاثير صنعتي، تحت مهم سويه يك

و رسم درخت فيلوژني  DNA توالي تعيين و PCR روش از استفاده با S. cerevisiae مخمر كارخانه توليد الكل، پسماند
. شد جذب نوري بررسي روش از استفاده با ساعته 24 فواصل حضور روي و در در مخمر اين رشد ميزان سپس،. شد شناسايي
تحت تاثير غلظت هاي مختلف روي موجود در محيط كشت،  مخمر در Zrt1بيان ژن ميزان تعيين نيز براي qRT-PCR از روش
ترسيم و آناليز  Zrt1شبكه پروتئيني مربوط به ژن Cytoscapeو نرم افزار بيوانفورماتيكي  STRINGدر نهايت، با . شد استفاده

 سرعت حداكثر S. cerevisiae ساعت بود، 24مدت گرماگذاري  µg/ml 25شرايطي كه غلظت روي در محيط به مقدار  در. شد
به عنوان مهمترين پروتئين موجود در  Zrt1با آناليز شبكه پروتئيني نيز. داد نشان روي ناقل عنوان به را Zrt1 بيان ژن و ميزان رشد

 .Sاهميت زيادي در جذب روي توسط مخمر  Zrt1ژن . اين شبكه در مسير سيگنالدهي درون سلولي در جذب روي شناخته شد

cerevisiae بدست آوردن  براي صنعتي هاي پساب از به ويژه در شرايط كمبود روي در محيط دارد و نيز مي توان
 استفاده با اين فلزات شده غني ميكروارگانيسم هايي با توانايي جذب فلزات در پاكسازي محيط زيست و حتي توليد توده زيستي

  .كرد

  Zrt1 ژن ، جذب زيستي، فلز روي، ساكارومايسس سرويزيهمخمر  :واژگان كليدي

  kumarssaminia@gmail.com: ، پست الكترونيكي08642433342: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 غذا، آب، كيفيت گرفتن رشد صنعت در جهان، سرعت با

كه  قرار گرفته است، نيز تحت تأثير هوا و آب و خوراك
 ها، در نتيجه رها شدن مقادير بالايي از آلايندهاين امر 

در اين  .مي باشد زيست محيط به مختلف حاصل از صنايع
 به ها آلاينده اين اصلي نوع عنوان به سنگين ميان، فلزات

 و ها اندام بر تأثير نتيجه در و غذا و آب در تجمع دليل

 تهديد را غذا ايمني توجهي قابل بطور انساني، هاي بافت
  .)18, 13(كنند  مي

 فلزات سمي، فلزات دسته سه كه به سنگين از ميان فلزات
فلز  شوند، مي بندي راديونوكلئيدها طبقه و گرانبها
 به شمار مي رود كه سمي فلزات از جمله (Zinc)روي
از آنجا كه اين فلز . )25(دارد آب آلودگي در مهمي نقش
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بخش هاي صنعتي متعددي  در اساسي به عنوان عنصري
 در سنگين فلز اين از زيادي مقادير است، استفاده مورد

 زيستي نظر فلز روي از. شود مي يهتخل صنعتي پساب هاي
 يون عنوان به اين فلز. است بسياري اهميت نيز داراي

كاتاليستي در  عامل موتيف هاي پروتئيني، ساختار در اصلي
در   عملكردي و ساختاري ها و عامل آنزيم بسياري از

فلز . پروتئين ها ايفاي نقش مي كند و اسيدنوكلئيك ها
 نيز توسعه و ي از ژن هابسيار روي همچنين در بيان

 به روي كمبود بنابراين، .بدن دخالت دارد ايمني سيستم
 هاي سلول عملكرد ذاتي و ايمني عملكرد در اختلال
   .)3, 28, 9(منجر مي شود  طبيعي كشنده

 هاي واكنش براي انسان، نيز همانند ها ميكروارگانيسم
به طوري كه . اند وابسته روي مناسب سطح به خود حياتي

 رشد در دخيل ژن 400 حدود تحقيقات نشان مي دهد
 به متعددي تحقيقات. است روي به ميكروارگانيسم وابسته

ساكارومايسس  در مخمر عمده طور
 است، شده انجام ) (Saccharomyces cerevisiaeسرويزيه

اين  ابوليسممت و رشد در روي به هموستاز نياز بيانگر كه
 ناقلين اصلي گروه دو به طور كلي. )3, 17(مخمر است

گروه  :وجود دارد، شامل S. cerevisiae در يوكاريوتي روي
 و گروه تسهيل Zrt3)و  ZIP Zrt1) ،Zrt2 هاي پروتئين
 در .) Zrg1و Zrc1) ،Cot1 ،Msc2كاتيوني انتشار كننده
 سلولي روي خارج جذب روي، شديد محدوديت شرايط

بالا به  تمايل باZrt1 وتئينپر واسطه با S. cerevisiae در
 جذب روي صورت مي گيرد، كه در اين شرايط بيان ژن

Zrt1 30, 7, 29(نيز افزايش مي يابد برابر 30 تا(   

 يك S. cerevisiae متوسط، ظرفيت وجود با
 سنگين فلزات جذب در فرد به منحصر ميكروارگانيسم
 آلودگي مشكل حل سال هاي اخير بمنظوراست، كه در 

زيست، مورد  محيط اصلاح نتيجه در و سنگين فلزات
از آنجا كه اين مخمر . )2(توجه محققان قرار گرفته است

 در دستكاري و بزرگ مقياس در داراي قابليت كشت آسان

 بيومس توليد همچنين توانايي مي باشد و مولكولي سطح
مواد زيستي مورد توجه قرار  از ديدگاه توليد فراوان دارد،
  . )26(گرفته است

 ارزان صنعتي آلي فرعي محصولات توانند مي مخمرها
 بالا كيفيت با ليپيدهاي و پروتئين به را دسترس در و قيمت
 كارآمد انساني مصرف و دام خوراك در كه كنند، تبديل
به يون  اتصال در مخمر توانايي دليل به بعلاوه،. )24(هستند
 به آنها از مي توان كشت، محيط درموجود  فلزي هاي
 استفاده معدني مواد غني شده با پروتئين توليد منبع عنوان
 در .)1(باشند مصرف قابل انسان توسط راحتي به تا كرد،

 عنوان به S. cerevisiaeحاضر با استفاده از مخمر مطالعه
 كارخانه فاضلاب از آمده دست صنعتي، به مهم سويه يك
كه نقش اصلي را در  Zrt1 ژن الكل، به بررسي بيان توليد

در اين . جذب روي توسط اين مخمر دارد، مي پردازيم
 تاثير مطالعه تغييرات بيان اين ژن در مخمر مورد نظر تحت

وجود در محيط كشت بررسي م غلظت هاي مختلف روي
 .مي شود

 روشها مواد و

: شده جداسازي مخمرهاي كشت ونمونه  جمع آوري
توليد از فاضلاب صنعتي كارخانه  هاي به دست آمده نمونه

اي  شيشه ظروف در )قزوين، ايران(الكل سيمين تاك 
 شد و براي بسته درب ظروف محكم آوري و جمع استريل
بمنظور . شد منتقل آزمايشگاه به هاي بيشتر بررسي

عبور  با پساب ايه جداسازي ميكروارگانيسم ها ابتدا نمونه
. شدند ميكرومتر فيلتر 45/0منافذ  فيلتر با اندازه از كاغذ
 ميكروارگانيسم هاي كه اكنون حاوي فيلتر كاغذهاي سپس
 SDB (Sabouraudبه محيط كشت مايع بودند،  پساب

Dextrose Broth)   كه محيط مايع مخصوص رشد قارچ
تقال قارچي و دكستروز مي باشد، ان هاست و حاوي پپتون

به  ،يپس از آماده ساز SDBمحيط كشت  .داده شدند
 15 به مدتدرجه سلسيوس 121 كمك اتوكلاو در دماي

اين محيط كشت به منظور رشد . گرديد دقيقه استريل
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باكتري ها و جداسازي نمونه ها تهيه  دمخمر و عدم رش
پس از قرار دادن فيلتر در اين محيط كشت، محيط در . شد

روز گرماگذاري  3مدت  به سيوسدرجه سل 35 دماي
 جداسازي فاضلاب هاي نمونه به مربوط تصاوير( گرديد
در مرحله  ).آمده است1شده در شكل داده كشت و شده

جداسازي و  SDB كشت بعد، مخمرها كه به كمك محيط
 محيط كشتپليت هاي حاوي شده بودند، در  رشد داده

(Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) YPD 

 سويا، استروپتومايسن كلرامفنيكل، گلوكز، پپتونحاوي 
 كشت  محيط .شدند داده كشتمخمر  سولفات و عصاره

YPDكه به باشد  مي مخمرها رشد براي مغذي محيطي
ها به جز  سميمانع از رشد ارگان كليعلت وجود كلرامفن

محيط كشت جامد . شود يم) مخمرهااز جمله (قارچ ها 
 15 مدت به درجه سلسيوس و 121دماي درساخته شد و 

پس از كشت نمونه ها در  .گرديد استريل اتوكلاو دقيقه در
درجه سلسيوس و به  35اين محيط، محيط كشت در دماي 

  . روز انكوبه گرديد 3مدت 

  
 A : .نمونه هاي فاضلاب جداسازي شده و كشت داده شده -1شكل 

 :شخص است،به رنگ كدر وقهوه اي منمونه فاضلاب جداسازي شده

B   ، جداسازي مخمرها از نمونه فاضلاب به روش فيلتراسيون :C 

جهت رشد مخمرهاي موجود در  SDBقرار دادن فيلتر در محيط 
  فاضلاب

از ميان نمونه هاي كشت  S. cerevisiaeشناسايي مخمر 
 .S بمنظور شناسايي و جداسازي مخمر: داده شده

cerevisiae  بيوشيميايي و ، مورفولوژيكياز بررسي هاي
  .ملكولي استفاده شد

 براساس مخمرها شناسايي .بررسي مورفولوژيكي مخمر
 پنجم چاپ يعني مخمرها شناسايي مرجع استاندارد

. )10(شد انجام 'The Yeasts, A Taxonomic Study'كتاب
 و رنگ چون هايي كلني، ويژگي مورفولوژيكي بررسي در

حاشيه كلني و همچنين شكل سلول  بافت و كلني، شكل
 كلني مورفولوژيكي بررسيبراي  .گردد مشخص مخمر
 جامد كشت داده YPD محيط روي بر مخمرها، مخمر

 يتپل در كلني ها ظاهري شدند و سپس ويژگي هاي

همچنين براي بررسي شكل سلول مخمر، . شدند بررسي
مخمر توسط رنگ آميزي ساده كريستال ويوله رنگ آميزي 

  . شد و از لحاظ مرفولوژي سلول بررسي گرديد

 توانايي در از آنجا كه مخمرها. مخمر بيوشيميايي بررسي
شناسايي بيوشيميايي مخمر  در متفاوتند، هم با قندها تخمير

S. cerevisiae قرار بررسي مورد قندها تخمير قابليت 
 و اكسيد كربن دي گاز وسيله توليد به تخمير قندها .گرفت
به اين . شد گيري اندازه دورهام لوله داخل در آن تجمع

 آزمايش لوله ترتيب كه ابتدا جهت تهيه سوسپانسيون، يك
 جامد YPD از كلني يك و آماده مايع YPD محيط محتوي

 مدت به انكوباتور داخل در سپس. يدگرد تلقيح آن در

 تلقيح محيط عنوان به و كند رشد تاشد داده  قرار ساعت24

 محتوي آزمايش تهيه لوله هاي. گيرد استفاده قرار مورد

جهت بررسي  حاوي قند هاي مختلف  YEPكشت  محيط
ابتدا به تعداد  كه شد انجام صورت به اين تخمير قندها

 2 اي آزمايش فراهم شد وقندهاي مورد بررسي، لوله ه
  :قندهاي مورد آزمايش، شامل از گرم

-D ،مالتوز-L ،آرابينوز-D ،سوكروز،  گالاكتوز-D ،زايلوز-D 
  رافينوز D-سلبيوز و - Dو  مانيتول، لاكتوز
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 فقط ها سويه برخي چون ،باشد مي g 4رافينوز كه به جز(

گرم  1 همراه به) مي كنند مصرف را مولكول اين از قسمتي
 مقطر ميلي ليتر آب 100درگرم پپتون  2و  مخمر  عصاره زا

 لوله هاي سپس. حل شد و توسط فيلتر استريل گرديد
قرار  محيط داخل وارونه در صورت دورهام كوچك به

دقيقه 10مدت درجه سلسيوس به 110در دماي  و گرفت
 ته در و بروند پايين به دورهام لوله هاي شد، تا اتوكلاو

 %1 ميزان به قندي محيط محتوي ه لوله هايب .بگيرند قرار
 داده كشت سويه هاي حاوي كه مايع YPDمحيط كشت  از

درجه  25 دماي در لوله ها. گرديد تلقيح بود، شده
شدند و در اين  انكوبه روز28 مدت زمان سلسيوس براي
 گاز از نظر تجمع دورهام لوله هاي و محيط مدت كدورت

به صورتي كه در  تايجسپس ن .شدند بررسي آنها داخل
  :)10(شدند خوانده ادامه آمده است،

 روز 7 تا گاز از شده پر دورهام لوله: قوي مثبت  

 صورت به گاز از شده پر دورهام لوله: تاخيري مثبت 
 روز 7 از پس سريع

 7از پس آرامي به گاز از شده پر دورهام لوله: كم مثبت  
 روز

 شده پر گاز با دورهام لوله 3/1 از كمتر: ضعيف مثبت 

 گاز شدن پر بدون دورهام لوله: منفي 

 هستند -  ديگر برخي و+  ها سويه رخيب: متغير  

 .Sبراي شناسايي دقيق تر مخمر  .بررسي ملكولي مخمر

cerevisiae  از روش شناسايي ملكولي مخمر و رسم
 DNAبه اين ترتيب كه ابتدا . درخت فيلوژني استفاده شد

قارچ و  DNAمخمرها توسط كيت اختصاصي استخراج 
 PGA No. PF230-050( PGA Yeast(مخمر با نام تجاري 

and Fungi DNA Extraction kit  طبق مراحل گفته شد در
به  PCRاز روش متداول واكنش  سپس. كيت، استخراج شد
تهيه شده از شركت (ITS4 و ITS1كمك پرايمرهاي 

مخمر استفاده  18srRNA براي تكثير ژن) سيناكلون

 50در حجم  PCRتركيبات ويال واكنش . )14(گرديد
 كسيمستر ماز  تريولركيم 25ميكروليتر آماده شد كه شامل

ميكروليتر از هر  1و  نمونه DNAاز تريكروليم 2x ،1 وژنيف
آب    تريكروليم 22 و  ITS4و  ITS1يك از پرايمرهاي 

DEPC بود.  

 در شده آماده هاي پس از آماده سازي تركيب، ميكروتيوب
 PCR واكنش انجام براي) Eppendorf AG22331( دستگاه

در  18srRNAمراحل واكنش براي تكثير ژن  .گرفت قرار
درجه سلسيوس به  94شرايط فعال سازي اوليه در دماي 

 شامل واسرشت سازي در( سيكل 35دقيقه، در  5مدت 
 پرايمرها دقيقه، اتصال1 مدت درجه سلسيوس به 94 دماي
بسط در  و دقيقه1مدت بهدرجه سلسيوس  55دماي  در

نهايت  و در) دقيقه 2مدت درجه سلسيوس به 72دماي
دقيقه 10درجه سلسيوس به مدت 72بسط نهايي در دماي 

 از گرم2/0، ابتدا  PCRبراي مشاهده محصول  .شد تنظيم
ميلي ليتر از  20در ) Merck, Germany( آگارز پودر

 ل،كام انحلال و حل شد و پس از حرارت 5x TBEمحلول 
 DNA Safeمحلول  از ميلي ليتر 1 ژل، دماي كاهش با

Stain بنفش فراء اشعه مقابل در باندها به منظور مشاهده 
تهيه و نمونه % 1 آگارز به اين ترتيب ژل. شد افزوده ژل به

در . ها بر روي اين ژل به كمك تانك الكتوفورز لود شدند
ررسي مورد ب Gel-Documentationنهايت نتيجه با دستگاه 

 PCRپس از مشاهده باند مورد نظر، محصول . قرار گرفت
در كشور كره ارسال  Bioneerبراي تعيين توالي به شركت 

توالي خوانش شده از طريق بانك اطلاعاتي . شد
)National Center for Biotechnology Information 
(NCBI  با ساير ژن هاي موجود مقايسه شد و توالي مشابه

راي رسم درخت فيلوژني مخمرهاي شناسايي يافت شد و ب
 نيز از نرم افزار S. cerevisiaeشده به عنوان 

MEGA7.0براساس روشNeighbour-joining   استفاده
  .)5(شد

  رشد ميزان بررسي تاثير غلظت هاي مختلف فلز روي بر
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هاي  غلظت پس از شناسايي مخمر مورد نظر، تأثير: مخمر
روي توسط مخمر و همچنين  جذب بر ميزان مختلف روي

از مخمر  توده زيستيميزان بهره وري از آن در جهت توليد 
 ابتدا محلول. گرفت قرار بررسي مورد رشد، حال در

ZnSO4 ، سولفات استريل استوك محلول از تفادهاس با 
 غلظت با شده تهيه (Merck, Germany) روي هپتاهيدرات

سپس از استوك  .ميلي گرم بر ليتر، آماده سازي شد 1000
 200 آماده شده رقت هاي مختلفي به ارلن مايرهاي حاوي

بطوريكه غلظت . شد ، اضافه SDB محيط كشتميلي ليتر 
 100 و 50 ، 25 ، 0املش مختلف روي در ارلن هاي

 سپس. ميكروگرم بر ميلي ليتر در محيط كشت تنظيم گرديد
حاوي مقدار  ميلي ليتر از سوسپانسيون مخمر 1

 هاي محيط اين به سلول بر ميلي ليتر 5/1× 107تقريبي
 ارلن ها كليه محتواي. شدند تلقيح كشت حاوي روي

جه در 28 با دماي انكوباتور در شيكر) آزمايش و كنترل(
  72 دور در دقيقه براي مدت 200 سرعت سلسيوس و

 8/5پايه محيط نيز بر روي  pH .شدند ساعت گرماگذاري
  . بود شده تنظيم

 در مخمر رشد روي، حضور با مخمر كشت طول در
مورد سنجش قرار ) 72 و 48 ،24 ،0( ساعته 24 فواصل
 )Optical Density: OD( نوري چگالي. گرفت

حاوي  SDBتركيبي از محيط كشت (ن سوسپانسيون هر ارل
 در سنجي طيف روش از استفاده با) روي به همراه مخمر

ميلي  10 همچنين. شد نانومتر اندازه گيري 600موج  طول
درجه سلسيوس با  20 دماي ليتر از اين سوسپانسيون در

 دقيقه سانتريفوژ 10 مدت دور در دقيقه به 4000 سرعت
 باقيمانده رسوب و شد هريخت دور روئي محلول سپس .شد
 باقيمانده داده شد تا شستشو تقطير دوبار آب با مرتبه سه

 .سلول، حذف شود سطح به شده باند روي و كشت محيط
 روش يك از خشك، بيومس وزن تعيين براي آن، از پس

بدين ترتيب كه . اي استفاده گرديد مرحله دو كردن خشك
درجه  60 ساعت تحت دماي 2 نمونه ها به مدت ابتدا

درجه  105 سلسيوس قرار گرفتند و سپس در دماي

در . )12(نگهداري شدند ثابت رسيدن به وزن سلسيوس تا
 خشك وزن بعنوان و شد وزن خشك توده زيستيپايان 
 بازده .شد گرفته نظر در )Cell Dry Weight :CDW( سلول
 در خشك گرم وزن براساس مخمر هاي سلول ستيتوده زي

ما نيز نتايج را بر اساس ( گزارش مي شود كشت ليتر محيط
بدين ترتيب  .)محيط كشت گزارش كرديمميلي ليتر  200
رشد مخمر  ميزان بر روي فلز مختلف هاي غلظت تاثير

  .مورد ارزيابي قرار گرفت

 مردر مخ Zrt1بررسي تاثير روي جذب شده بر بيان ژن 
  qRT-PCRبا استفاده از روش 

در اين مرحله براي بررسي تاثير روي  .RNAاستخراج 
ابتدا استخراج  در مخمر Zrt1جذب شده بر ميزان بيان ژن 

RNA از مخمرهاي هر گروه با استفاده از كيت استخراج 
RNA قارچي با نام تجاريEZ-10 Spin Column Fungal 

RNA Mini-Preps Kit )Bio Basic, BS91915(  برطبق
  . انجام شد مراحل ذكر شده در كيت،

براي اندازه گيري  .cDNAو ساخت RNA ارزيابي كمي 
به دست آمده از دستگاه نانودراپ با نام  RNAكمي 
اين دستگاه ميزان جذب . استفاده شد Denovixتجاري

را بترتيب در طول  فنول و نوكلئيك اسيد نوري پروتئين،
از نسبت . نانومتر نشان مي دهد 230و 260، 280 موج هاي

براي بررسي ميزان  280/260و  260/ 230طول موج هاي 
  RNAميكروليتر از 5/1. خلوص هر نمونه استفاده مي شود

بدست آمده توسط اين دستگاه مورد ارزيابي قرار گرفت و 
 280به جذب در 260 با توجه به اينكه نسبت جذب در

بود،  1/2تا  8/1دوده تقريبي نانومتر براي نمونه ها در مح
سپس . استخراج شده اطمينان حاصل شد RNAاز خلوص 

  Tetro cDNA Synthesis Kitاز cDNAبراي ساخت 
)BIO-65042 Bioline( 3به اين ترتيب كه . استفاده شد 

به  DEPCميكروليترآب  17 با افزودن RNAاز  ميكروليتر
اصل به ميكروليتر رسانده شد و سپس محلول ح 20 حجم

ميكروتيوب موجود در كيت كه حاوي ديگر مواد لازم 
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با چندين مرتبه پيپت . بود، افزوده شد cDNAجهت سنتز 
به خوبي با هم مخلوط شد و  كردن، محتويات ميكروتيوب

درجه  37 دقيقه در دماي 10سپس تركيب حاصل به مدت 
پس از اين مدت ميكروتيوب در . سلسيوس قرار داده شد

درجه سلسيوس  45كه بر روي دماي  Palm-Cyclerدستگاه
. دقيقه تنظيم شده بود، قرار داده شد 60و مدت زمان

cDNA سنتز شده در مرحلهqRT-PCR  مورد استفاده قرار
  .)20(گرفت

.  Zrt1ميزان بيان ژن  براي بررسي   qRT-PCRواكنش
انجام  qRT-PCRكمك واكنش  به Zrt1بررسي بيان ژن 

 :جفت پرايمر. شد

 Forward: 5′ AAATGCACTAGAACATGGCG 3′ 

Reverse: 5′ TTCATGACTATTTAAATGCCTT 3′ 

. به كار برده شد Zrt1به عنوان پرايمرهاي اختصاصي ژن 
  :همچنين از جفت پرايمر

Forward: 5' AAACGGCTACCACATCCAAG 3' 

Reverse: 5' CCCATCCCAAGGTTCAACTA 3' 

بعنوان ژن كنترل داخلي در  18SrRNAژنبراي تكثير 
كنترل داخلي ژني  در واقع. استفاده شد qRT-PCRواكنش 

كه دارد، براي  بيان ثابتي ميزان است كه به دليل پايداري و
محتويات ميكروتيوب  .نرمال كردن داده ها مناسب است

 25 در حجم نهايي qRT-PCR جهت انجام واكنش 
ميكروتيوب هاي آماده شده در . آماده شدميكروليتر 

 براي انجام  Corbett Rotor-Gene (6000 HRM)دستگاه

مراحل واكنش براي تكثير . قرار گرفت qRT-PCRواكنش 
درجه  95در شرايط فعال سازي اوليه در دماي  Zrt1ژن

شامل واسرشت ( سيكل 40دقيقه، در 10سلسيوس به مدت
ثانيه،  20مدت هدرجه سلسيوس ب 95 دماي سازي در

 30درجه سلسيوس به مدت 60دماي  در پرايمرها اتصال
) ثانيه 20مدت درجه سلسيوس به 72بسط در دماي ثانيه و
درجه سلسيوس جهت  95 تا 60نهايت بازه دمايي و در

 ذوب منحني آناليز در انتها، .شد ذوب تنظيم منحني تشكيل

وليد براي ت منظور بررسي عملكرد اختصاصي پرايمرها به
-پرايمر گيري شكل عدم همچنين محصول مورد نظر و

بار  سه بصورت ها واكنش تمام. شد گرفته نظر در دايمر
)  (Ctسيكل آستانه مقادير براساس نتايج و شد انجام تكرار
مورد استفاده در  اليو اتيمحتو .شد تحليل و تجزيه

 كسيمسترمتريكروليم 5/12شامل qRT-PCRواكنش 
آب   تريكروليم cDNA،5/8نمونه  تريكروليم 2، نيبرگريسا

DEPC ،1 هايمريپرااز هر يك از  تريكروليم Forward    و
Reverse   بود.  

رسم شبكه پروتئيني براي شناسايي ژن هاي مرتبط با ژن 
Zrt1 : براي بررسي بيشتر ژنZrt1  در مخمرS. 

cerevisiae  در مرحله آخر به كمك نرم افزارهاي
كه  S. cerevisiaeبكه پروتئيني مربوط به بيوانفورماتيك، ش

بهمراه پروتئين هاي ديگر  Zrt1در آن ژن كدكننده پروتئين
كه نزديك ترين رابطه همكاري در واكنش هاي سيگنالدهي 

سپس . دارند، شناسايي شد Zrt1سلولي را با پروتئين
  . آناليزهاي نهايي بر روي اين شبكه انجام گرفت

ي بدست آوردن شبكه پروتئيني از برا. رسم شبكه پروتئيني
. استفاده شد  STRING (http://string-db.org) پايگاه داده

به اين ترتيب كه ابتدا صفحه مورد نظر بر روي بخش 
شناسايي تك پروتئين تنظيم شد، سپس اسم پروتئين مورد 

ته شد و در بخش مربوطه نوش Zrt1نظر يعني پروتئين
. شد تنظيم S. cerevisiae قسمت انتخاب ارگانيسم بر روي

پس از اين مرحله و شناسايي پروتئين مورد نظر توسط 
به دست  Zrt1پايگاه داده در انتها شبكه پروتئيني مربوط به 

همچنين فايل . شكل مربوط به شبكه ذخيره شد. آمد
اي ذخيره شد تا بر tsvمربوط به آناليز شبكه با فرمت 

  . آناليزهاي بعدي استفاده گردد

به دست آمده از مرحله قبل در نرم  tsvفايل . آناليز شبكه
قرار  Cytoscape v3.7.0 (http://cytoscape.org/)افزار 

داده شد تا به كمك برنامه هاي متنوع موجود در آن آناليز 
 Network، برنامه در اين بخش. شبكه صورت گيرد
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Analyzer  كه يك برنامه بارگذاري شده در نرم افزار
Cytoscape به . مي باشد، براي آناليز شبكه به كار برده شد

 tools اين ترتيب كه ابتدا در قسمت بالاي صفحه در بخش

با روشن  را انتخاب كرده و Network Analyzerبرنامه 
خاب گزينه و سپس انت Network  Analyzeكردن گزينه

treat the network as undirected  نتايج آناليز شبكه
براساس پارامترهاي مختلف ارائه مي شود، كه معمولا از دو 

براي  Betweeness centrality و Degree پارامتر اصلي
  . بررسي نتايج استفاده مي گردد

 براي خوشه بندي شبكه مورد نظر از .خوشه بندي شبكه

Clustervizبرنامه هاي بارگذاري شده در  ي ديگر ازكه يك
اين نرم افزار . مي باشد، استفاده شد Cytoscapeنرم افزار 

شبكه  Cytoscapeموجود در  MCODEبراساس الگوريتم 
را به خوشه هاي كوچكتري تقسيم مي كند تا پروتئين هاي 

بعد از . مهم موجود در شبكه با دقت بيشتري تعيين شود
ن روش عموما خوشه هاي موجود در آناليز شبكه با اي

شبكه به همراه پروتئيني كه نقش هسته اصلي را در خوشه 
مورد نظر دارد، براساس پارامترهاي تعريف شده در 

  . الگوريتم نشان داده مي شود

 سه ها گيري اندازه تمام حاضر، مطالعه در: آناليز آماري
رار اين سه تك ميانگين آمده بدست نتايج و شد انجام بار

از نرم  Ctاوليه داده هاي  تحليل و تجزيه براي .بوده است
همچنين نرم  .استفاده شد REST 2009افزار 

بكار  ها داده جامع آناليز براي GraphPad Prism 8افزار
 و تجزيه مورد ANOVAروش  آناليز داده ها با. برده شد
 ± ميانگين صورت به عددي هاي داده گرفت و قرار تحليل
 pهمچنين مقادير معناداري . گزارش شد معيار انحراف

  :بصورت زير نمايش داده شدند
*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001  

 نتايج

  رـولي مخمـمورفولوژيكي، بيوشيميايي و ملك اييـشناس

S. cerevisiae  : از فاضلاب كارخانه الكل سازي سيمين
ب خطاي تاك در سه نوبت نمونه برداري شد تا بدين ترتي

در نمونه گيري كمتر و اماكن جمع آوري مخمر مورد نظر 
نمونه فاضلاب جمع آوري شده كه مراحل . بيشتر باشد

و  YPDجداسازي، فيلتراسيون و كشت بر روي دو محيط 
SDB  را طي كرده بودند، براي جداسازي و بررسي

استفاده  S. cerevisiaeمورفولوژيكي و بيوشيميايي مخمر 
مخمرها از نظر سطح و شكل ظاهري  هاي كلني. شدند

مورد توجه قرار گرفتند، همچنين پس از رنگ آميزي با 
كريستال ويوله، در زير ميكروسكوپ نيز تصوير مخمرها 

 قابليت بيوشيميايي مخمرها نيز،در بررسي . مشاهده شد
 و گالاكتوز رافينوز، مالتوز، آرابينوز، گلوكز، يقندها تخمير

ن عدم تخمير قندهاي لاكتوز، مانيتول، سوكروز  و همچني
براساس  و نتايج سلبيوز مورد توجه قرار گرفت زايلوز و

مخمرها بررسي شد  اطلاعات موجود در كتاب تاكسونومي
سپس براي تاييد بيشتر نمونه ها از بررسي ملكولي . )10(

  .استفاده شد

پس از بررسي مورفولوژيكي و بيوشيميايي مخمر براي 
، روش شناسايي S. cerevisiae شناسايي دقيق تر مخمر

ابتدا . ملكولي مخمر و رسم درخت فيلوژني بكار گرفته شد
براي  ITS4 و ITS1به كمك پرايمرهاي  PCRواكنش 

نتايج نشان داد كه . مخمر استفاده شد 18srRNA ير ژنتكث
مخمر شناسايي شده در بررسي  مورفولوژيكي و  3

الگوي باند مربوط  S. cerevisiaeبيوشيميايي بعنوان مخمر 
باند مورد نظر در محدوده (را نشان دادند   18srRNAژنبه 

500-1000 bp محصول ). مشاهده شدPCR  مخمر  3اين
توالي يابي شد و در كشور كره  Bioneerتوسط شركت 

توالي خوانده شده در بخش بلاست پايگاه اطلاعاتي 
NCBI نتايج نشان داد . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت

مخمر  3نمونه از اين  2در  18srRNAكه توالي قطعه 
 2دارند و اين  S. cerevisiaeبيشترين مشابهت را با مخمر 
 S. cerevisiae ساني از مخمر نمونه مخمر، هر دو سويه يك
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 ). 2شكل (انجام شد S. cerevisiaeبودند، لذا ادامه مراحل كار بر روي اين سويه از مخمر 

  
 B.شماره نمونه هاي مخمر كه همگي الگوي باند مورد نظر را نشان دادند: 1-3ماركر، : M. بر روي ژل آگارز 18srRNAالگوي باند ژن  A -2شكل

  شناسايي شدند S. cerevisiaeيه عنوان سويه اي از مخمر  3و  2نمونه . نمونه مخمر تعيين توالي شده 3از  وژنيفيل درخت تصوير

تحت تاثير  S. cerevisiae رشد مخمر ميزانبررسي 
مخمرهاي بدست آمده از : غلظت هاي مختلف فلز روي

پساب كارخانه توليد الكل كه با بررسي مورفولوژيكي، 
 S. cerevisiaeلكولي به عنوان سويه اي از بيوشيميايي و م

شناخته شدند، در بررسي اثر غلظت هاي مختلف روي بر 
، مورد  S. cerevisiaeمخمر  رشد و توليد بيومس ميزان

  .مطالعه قرار گرفتند

 كه با غلظت هاي مختلف SDB محيط هاي كشتبه 
ZnSO4 ميكروگرم برميلي ليتر  100 و 50 ، 25 ، 0شامل

حاوي مقدار  S. cerevisiae ه بودند، سوسپانسيونتيمار شد
مخمرها در اين (سلول در ميلي ليتر  5/1× 107تقريبي

 تلقيح )مرحله در فاز لگاريتمي از رشد خود قرار داشتند
 در شيكر در حالي كه كليه محيط هاي كشت. شدند

دور  200 سرعت و درجه سلسيوس 28 با دماي انكوباتور
شده بودند،  ساعت گرماگذاري 72 در دقيقه براي مدت

 تخمين) 72 و 48 ،24 ،0( ساعته 24 فواصل در مخمر رشد
تركيبي از (هر محيط كشت  سوسپانسيون OD .شد زده

 استفاده با) حاوي روي به همراه مخمر SDBمحيط كشت 
نانومتر اندازه  600موج  طول در سنجي طيف روش از

مشخص شد، تا ميزان رشد مخمر در زمان معين  گيري
نتايج نشان داد كه بيشترين رشد در محيط كشت . شود

  ZnSO4 ميكروگرم بر ميلي ليتر از غلظت 25 تيمار شده با

ساعت گرماگذاري پس از تلقيح مخمر  24و در مدت زمان 
گوياي اين مطلب بود كه در واقع نتايج . اتفاق افتاده است

در محيط كشت حاوي غلظت  S. cerevisiaeرشد مخمر 
ساعت گرماگذاري، پس 24مختلف روي در طي مدت هاي

از تلقيح مخمر به محيط كشت، به صورت تدريجي افزايش 
ساعت روند رشد به 24اما پس از عبور از زمان . يافت

صورت يكنواخت باقي ماند و افزايش زمان گرما گذاري بر 
اين در حالي بود كه . ميزان رشد مخمر تاثيرگذار نبود

ساعت گرماگذاري پس از  24در زمان  بيشترين ميزان رشد
ميكروگرم بر ميلي ليتر روي  25تلقيح مخمر و در حضور 

نتايج نشان داد كه بيشترين ميزان  . در محيط مشاهده شد
 25با وزن مرطوب و خشك مربوط به نمونه تيمار شده 

 ساعت24ميكروگرم بر ميلي ليتر از غلظت روي در زمان 

ر بوده است و اين مشاهده گرماگذاري پس از تلقيح مخم
  . نتايج طيف سنجي را تاييد كرد

بدين ترتيب با استفاده از طيف سنجي و اندازه گيري بازده 
 بر روي فلز مختلف هاي غلظت وزني توده زيستي، تاثير

جدول (مورد ارزيابي قرار گرفت  S. cerevisiae رشد ميزان
1 .(  

 S. cerevisiae در مخمر Zrt1بررسي تغييرات بيان ژن 
از آنجا كه برآورد نرخ رشد : تحت تاثير روي جذب شده

در طي رشد در  خشك، توده زيستي محتواي و سنجش
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غلظت هاي مختلف روي موجود در محيط كشت، نشان 
ساعت 24داد كه بيشترين ميزان رشد مخمر در مدت 

  .گرماگذاري پس از تلقيح مخمر اتفاق مي افتد

ميلي ليتر از   200در حجمS. cerevisiae نانومتر و بازده وزني  600ظت هاي مختلف فلز روي در طول موج غل بدست آمده از OD -1جدول 
  محيط كشت در غلظت هاي مختلف روي

  

OD غلظت هاي مختلف فلز روي بدست آمده از 

72
 ساعت

48
 ساعت

24
 ساعت

0 
 ساعت

ZnSO4  
  ميكروگرم
بر ميلي 
  ليتر
0 

985/1  996/1  947/1  014/0  

440/2 450/2 520/2 020/0 25 

070/2 000/2 005/2 024/0 50 

035/2 010/2 005/2 030/0 100 

 

 در غلظت هاي مختلف روي S. cerevisiae بازده وزني

 ZnSO4 ساعت24 ساعت 48 ساعت72
  ميكروگرم
بر ميلي 
 ليتر

  وزن
  خشك

  وزن
  مرطوب

  وزن
  خشك

  وزن
  مرطوب

  وزن
  خشك

  وزن
  مرطوب

0057/0 39/0 0055/0 39/0 0051/0 34/0 0 

0061/0 41/0 0099/0 58/0 0103/0 61/0 25 

0075/0 42/0 0086/0 55/0 0080/0 46/0 50 

0079/0 44/0 0087/0 56/0 0089/0 47/0 100  
  

تحت تاثير غلظت  Zrt1لذا به بررسي تغييرات بيان ژن 
ساعت گرماگذاري پس از  24هاي مختلف روي در زمان 

به اين ترتيب كه پس از استخراج . داخته شدتلقيح مخمر پر
RNA  از مخمرهاي هر گروه و طي كردن مراحل سنتز

cDNA تاثير روي جذب شده بر ميزان بيان ژن مورد نظر ، 

مورد بررسي  qRT-PCRبا روش  S. cerevisiae در مخمر
تحت تاثير  Zrt1نتايج نشان داد كه بيان ژن . قرار گرفت

جود در محيط كشت، در غلظت هاي مختلف روي مو
ساعت گرماگذاري پس از تلقيح مخمر، در  24مدت 

گروهي كه غلظت روي در محيط (مقايسه با گروه كنترل 
كشت صفر بوده است به عنوان گروه كنترل در نظر گرفته 

گروه  3اين تفاوت در هر. ، بيان متفاوتي داشته است)شد
غلظت  درp نسبت به گروه كنترل معنادار بوده و مقادير

 به ترتيبميكروگرم بر ميلي ليتر  100و  50، 25هاي 

با وجود افزايش بيان . بود >05/0و  >01/0، >001/0
گروه آزمايشي نسبت به گروه  3در هر Zrt1معنادار ژن 

 25در غلظت بيشترين افزايش بيان اين ژن كنترل، 
مشاهده شد و با دو برابر شدن ميكروگرم بر ميلي ليتر 

. محيط كشت، بيان اين ژن كاهش يافت غلظت روي در
 Zrt1اين گونه نتيجه گرفته شد كه بيشترين ميزان بيان ژن

در زماني اتفاق مي افتد كه محدوديت روي محيطي وجود 
دارد و با افزايش غلظت روي در محيط ميزان بيان آن 

  ). 3شكل(كاهش مي يابد

  
 لف رويتحت تاثير غلظت هاي مخت Zrt1بيان ژن  تغييرات -3شكل

. موجود در محيط كشت) ميكروگرم بر ميلي ليتر 100 و 50 ، 25 ، 0(
 ,p < 0.05*به عنوان گروه كنترل در نظر گرفته شده است  0غلظت 

**p < 0.01, ***p < 0.001)  
از مجموع اين مشاهدات اين گونه نتيجه گرفته شد كه 
غلظت روي موجود در محيط كشت، همان طور كه بر 
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و بيومس به دست آمده از سلول مخمر  دميزان نرخ رش
موثر بوده است، بر ميزان بيان ژن هاي مرتبط با روي از 

كه از ناقلان روي در سلول مخمر مي باشد،  Zrt1جمله
در واقع در شرايط افزايش روي محيطي . تاثير گذار است

بيان اين ژن افزايش مي يابد تا با توليد پروتئين ناقل، 
اما اين . مخمر افزايش يايد جذب روي محيطي توسط

افزايش كاملا به ميزان غلظت روي محيطي وابسته است و 
مشاهده شد، اين افزايش بيان در  3همان طور كه در شكل

ميكروگرم بر ميلي ليتر، توسط مخمر قابل قبول  25محدود 
ولي افزايش بيشتر غلظت روي محيطي نه تنها اثر . بود

بلكه سبب كاهش  ،داشته استافزاينده اي بر بيان اين ژن ن
  . بيان آن نيز شده است

موجود در   Zrt1بررسي شبكه پروتئيني مرتبط با ژن 
پس از اندازه گيري تغييرات بيان :  S. cerevisiae مخمر

تحت تاثير غلظت هاي  S. cerevisiaeدر مخمر  Zrt1ژن 
مختلف روي محيطي، براي بررسي بيشتر اين ژن، مطالعه 

در  S. cerevisiaeك شبكه پروتئيني مربوط به بيوانفورماتي
به اين ترتيب كه . صورت گرفت Zrt1ارتباط با پروتئين

 STRING ابتدا شبكه پروتئيني مورد نظر از پايگاه داده

و سپس به كمك نرم افزار ) 4شكل(استخراج شد 
Cytoscape  با استفاده از برنامهNetwork Analyzer  آناليز

ايج آناليز شبكه براساس دو پارامتر نت. شبكه صورت گرفت
در پايان . ارائه شدBetweeness centrality و Degree اصلي

نيز براي تقسيم بندي دقيق تر ژن ها خوشه بندي شبكه به 
  . صورت گرفت MCODEكمك الگوريتم 

  
ژن نشان داده شده با رنگ زرد به عنوان هسته . ئينيخوشه به دست آمده از شبكه پروت. Zrt1 .Bشبكه پروتئيني پيش بيني شده براي ژن  A -4شكل 

 .مركزي خوشه شناسايي شده است

نشان داده شده است، شبكه به .A 4همان طور كه در شكل
هر گلوله در شكل نشان . ژن بود 11دست آمده داراي 

دهنده يك ژن و هر خط ميان دو ژن نشان دهنده يك 
كه پروتئيني هر در تعريف شب. ارتباط ميان اين دو ژن است

. ژن يك گره و هر خط ارتباط، يك يال ناميده مي شود
بنابراين هرچه تعداد گره ها در شبكه بيشتر باشد، نشان 
دهنده اينست كه در شبكه پروتئيني مورد بررسي ژن هاي 

بيشتري نقش دارند و هرچه تعداد يال هاي ميان ژن ها 
ن ها در شبكه بيشتر باشد، به معناي ارتباط تنگاتنگ ميان ژ

 MCODEخوشه بندي شبكه با استفاده از الگوريتم . است
 ,Degree Cutoff: 2, K-Core: 2)پارامتر  3و براساس 

Node Score Cutoff: 0.2) ، نشان داد كه اين شبكه
) گره(ژن  10پروتئيني داراي يك خوشه تشكيل شده از 

بعنوان هسته مركزي  ZRC1مي باشد كه در ميان آنها ژن 
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آناليز شبكه به كمك ). B.4شكل(وشه شناخته مي شود خ
ژن هاي موجود در شبكه را  Network Analyzerبرنامه 

 Betweeness و  Degreeبراساس پارامترهاي

centrality ترتيب بندي كرد، كه اين ترتيب بندي ها نشان
به كمك پارامتر . دهنده درجه اهميت ژن ها در شبكه است

Degree 10 ن هاي موجود در اين ترتيب درصد اول ژ
شناخته مي شوند و براساس پارامتر  Hubبندي بعنوان 

Betweeness centrality 10  درصد اول ژن هاي موجود در
. شناخته مي شوند Bottleneck اين ترتيب بندي بعنوان

Hub  در شبكه به ژن هايي گفته مي شود كه بيشترين
به ژن هايي  Bottleneckارتباط را با ژن هاي ديگر دارند و 

گفته مي شود كه در كوتاه كردن مسير براي ارتباط ميان 
لذا براي بررسي يك . سيگنالدهي هاي مختلف نقش دارند

چرا . شبكه پروتئيني هر دو پارامتر در نظر گرفته مي شود
كه بسته به نوع شبكه ممكن است ميزان اهميت هركدام از 

به نتايج ارائه شده در  با توجه. اين دو پارامتر متفاوت باشد
و  Hubبراساس آناليز به دست آمده، و نيز تعريف  2جدول

Bottleneck  در شبكه پروتئيني، ژنZrt1  از هر دو نظر
داراي بيشترين امتياز بود، كه نشان دهنده اهميت پروتئين 

دهي مربوط به انتقال روي محيطي به لآن در مسير سيگنا
  .مي باشد S. cerevisiaeداخل سلول در مخمر 

 براساس پروتئيني شبكه در موجود هاي ژن بندي ترتيب -2 جدول
  اصلي پارامترهاي

 Betweeness centrality نام ژن  Degree  نام ژن
ZRT1  10  ZRT1 103915/0 
ZAP1  10  ZAP1 103915/0 
YKE4  9  YKE4 015026/0 
ZRT3  9  ZRT3 015026/0 
FET4  9  FET4 015026/0 
ZRC1  8  MSC2 007407/0 
MSC2  8  ZRG17 003175/0 
ZRG17  8  ZRC1 003175/0 
COT1  7  COT1 0 
ZPS1  6  ZPS1 0 
NRG2  2  NRG2 0 

  بحث و نتيجه گيري
در ميان مطالعات انجام شده براي شناسايي هرچه بهتر 
ميكروارگانيسم هاي مناسب با توانايي بالا در جذب زيستي 

ا به منظور حفظ فلزات و به دنبال آن رفع آلودگي پسمانده
سلامت محيط زيست، مطالعات قابل توجهي بر روي 

صورت گرفته است، كه نشان دهنده  S. cerevisiaeمخمر 
در مطالعه . اهميت آن براي رسيدن به اين هدف مي باشد

 به اين مخمر قادر كه داده شد نشان 1987 سال در اي
 و ذخيره و سلولي خارج محيط از روي جذب و برداشت
 ها واكوئل جمله از يافته سازمان ساختارهاي در آن توزيع
 جداره و پلاسمايي غشاي از عبور مكانسيم اين .باشد مي

 به وابسته و خاص هاي دهنده انتقال طريق از ها واكوئل
 و مقاومت به قادر مكانيسم، مخمر اين است و با انرژي
 ديگر به نسبت روي حاوي محيط در روي سميت كاهش
 S. cerevisiaeدر  فلز جذب مكانيسم .)27(دباش مي فلزات

 مي اتفاق روند پيچيده، تحت شرايط خاصي يك طريق از
 هاي سلول توسط روي بر جذب بسياري پارامترهاي. افتد

 فيزيولوژي از اين ميان مي توان به .گذار است تأثير مخمر
 يون شيمي همچنين و سلول سطح خصوصيات سلول،
. )4(محيط اشاره كرد فيزيكوشيميايي اثرات و فلزي هاي

 فاضلاب از سنگين فلزات جذب روي مطالعه انجام شده بر
 نشان داد S. cerevisiae مخمر سازي، توسط چرم صنايع

 غيرزنده بصورت چه و زنده بصورت چه اين مخمر كه
 همچنين مشاهده شد. است سنگين فلزات جذب قادر به

  pHسنگين، فلزات غلظت جمله از مهمي پارامترهاي كه
 تلقيح ميزان و حتي گرماگذاري زمان مدت كشت، محيط
 توسط مخمر فلزات جذب كارايي در حياتي نقش مخمر
 . )19(دارند

 روي، نيترات شامل روي نمك نوع سه در يك مطالعه تاثير
 S. cerevisiae بازده ميزان بر روي كلرايد و روي سولفات

 سلول هاي نمك توسط اين سه نوع جذب همچنين تفاوت
 كه داد نشان نتايج. گرفت قرار بررسي مخمر، مورد
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 نمك نوع سه هر از ميلي گرم 100،50،25، 0 هايغلظت
 نمي تغيير را مخمر توده زيستي بازده ميزان مذكور، روي
 گرم 19/1 - 99/0 آمده بدست توده زيستس ميزان و دهد

 ميلي ليتر محيط 100  در مخمر خشك توده زيستي

YPDغلظت كه شد داده همچنين نشان تحقيق اين در .بود 
 به ميلي گرم منجر 300 و 200 در حدود روي بالاي هاي
 در همكارانش آزاد و. )21(شود مي مخمر سلول هاي مرگ
 غني S. cerevisiae توده زيستي توليد به ، موفق2014 سال
 انسان براي بعنوان مكمل غذايي استفاده جهت روي با شده
 غلظت كه نشان داد مشاهدات آنها .شدند حيوانات و

 بطور مخمر رشد محيط به شده افزوده روي سولفات
 و ها سلول در روي تجمع ميزان بر تواند مي مشخصي
 .)4(بگذارد تاثير مخمر سلول رشد همچنين

 ،0( روي فلز مختلف هاي غلظت از ما حاضر، مطالعه در
 SDB كشت محيط در )ميكروگرم بر ميلي ليتر 100،50،25

 براي رسيدن به را روي اپتيمم غلظت تا كرديم، استفاده
 بدست روي، جذب و مخمر ميزان بالايي از توده زيستي

 رشد گرماگذاري نيز بر زمان اثر همزمان، بطور. آوريم
 افزايش نتايج نشان داد كه. گرفت قرار بررسي مورد مخمر
 جذب بر مثبتي تأثير ساعت، 24 از بيش گرماگذاري زمان
 و خشك توده زيستي ميزان حداكثر). 1جدول( ندارد روي

 25 مخمر نيز در غلظت رشد سرعت بيشترين همچنين
 24 از بعد و SDB محيط در ميكروگرم بر ميلي ليتر روي

بنابراين، اين ). 1جدول( شد مشاهده ساعت گرماگذاري
ساعت گرماگذاري در  24كه مدت گونه نتيجه گرفته شد 

ميكروگرم بر ميلي ليتر  25حضور روي محيطي با غلظت 
 .S رشد براي زمان مناسب و غلظت اپتيمم روي

cerevisiae مي باشد .  

 و داخل به آن انتقال و ها سلول به داخل روي جذب
 ناقلان پروتئيني به نياز سلولي داخل هاي اندامك خارج
 در حركت تسهيل براي اندامك ها به غشاهاي اين كه دارد

جزئيات  بر روي در مطالعه اي كه .روي كمك مي كنند

 S. cerevisiae در مخمر روي فلز برداشت مولكولي تنظيم

 مخمر در روي برداشت صورت گرفت، مشاهده شد كه
 به متعلق دو هر كه است، Zrt2 و Zrt1 ژن دو به وابسته
 در  Zrt1 كه ه شدهمچنين مشاهد. باشند مي ZIP خانواده
  Zrt2ولي فعال شدن شود، مي فعال روي كمبود هنگام

 نرمال محيط در روي ميزان صورت مي گيرد كه هنگامي
 مقادير ژن در اين دو مختلف تنظيمات در اين مطالعه .باشد

در سال . )27(گرفت قرار بررسي نيز مورد روي مختلف
 و همكارانش نشان داد كه حذف Tamura آزمايشات2008
 محيط در را S. cerevisiae مخمر رشد شدت به Zrt1 ژن

 برابر دو با توان مي را نقص كند و اين مي مهار كشت
 آنها .كرد برطرف محيط در روي فلز يون مقدار كردن

 كننده محدود فاكتور تواند مي روي فلز كه كردند پيشنهاد
. باشد zrt1Δzrt2Δ و zrt1Δ هاي يافته جهش در رشد

 زايشاف موجب +Al3 داد كه نشان همچنين اين تحقيق
 فقدان  مي شود و در zrt1Δ موتانت در روي فلز تجمع

Al3+،23(مشاهده مي گردد  مخمر در روي كمبود اضافي(.  

 Zrt1بيان سطح ما نيز در مطالعه خود به بررسي تغييرات
 محيطي و روي غلظت به پاسخ در روي، ناقل مهم بعنوان

 محيط در S. cerevisiae ساعته 24گرماگذاري  مدت زمان
SDB، محيط ( شاهد مقايسه با محيط درSDB روي فاقد (

آمده نشان داد كه حداكثر ميزان بيان  نتايج بدست .پرداختيم
ميكروگرم 25 نسبت به گروه هاي ديگر در غلظت Zrt1ژن 

در واقع بيشترين ميزان . اتفاق مي افتد بر ميلي ليتر روي
در زماني اتفاق مي افتد كه محدوديت روي  Zrt1 بيان ژن

محيطي وجود دارد و با افزايش غلظت روي در محيط 
 رو، اين از). 3شكل(ميزان بيان آن كاهش مي يابد 

بيان مي كند،  كه است قبلي مطالعه با مطابق ما مشاهدات
 در S. cerevisiae توسط سلولي خارج روي جذب

ناقل روي با افينيتي  از استفاده با روي، شديد محدوديت
  .)6(صورت مي گيرد Zrt1 بالا، يعني
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ژن  از يكي به عنوان Zrt1 روي بر مطالعه اي 2013در سال 
 اين مطالعه فراواني .روي انجام شد برداشت در موثر هاي

 در موثر ديگر ژن هاي انواع غيرمترادف مورفيسم پلي و
 .S در روي ميزان در تعادل ايجاد و روي برداشت

cerevisiae كه نشان دادنتايج . را نيز مورد بررسي قرار داد 
 انباشت و برداشت سلولي، همچنين درون تعادل ايجاد در
به موجب آنها  كه دارند، دخالت ژن 5 از بيش روي فلز
 اين مخمر در برداشت روي در مورفيسم هاي بسياري پلي

 Zrt1، Zrt2، Fet4،Pho84شامل ژن ها اين .دخيل هستند

،Cot1  در نهايت نتيجه. باشند مي ديگر ژن چندين و 
 عاملي محيط، در موجود روي فلز ميزان كه گرفته شد

 ژن هاي اين بيان در مثبت انتخاب فراواني تخمين در بالقوه
 شد مشاهده تحقيق ديگري همچنين در. )8(باشد مي مخمر

 در S. cerevisiae كه هنگامي Zrt1 ناقلان، همانند ديگر كه
 غشاي از مي گيرد، قرار يمحيط روي بالاي غلظت معرض

در مطالعه حاضر ما نيز به . )20(شود مي حذف پلاسمايي
 .Sكمك رسم شبكه پروتئيني توانستيم ژن هاي موجود در 

cerevisiae نزديك ترين رابطه را با پروتئين  كهZrt1 
ي اين مخمر داشتند و در مسيرهاي سيگنالدهي درون سلول

ازجمله مسيرهاي موجود جهت انتقال روي محيطي به 
). A.4شكل(داخل سلول شركت داشتند، شناسايي كنيم 
داراي  Zrt1نتايج آناليز اين شبكه پروتئيني نشان داد كه 

بيشترين درجه از لحاظ اهميت و تقابل با ديگر پروتئين 
 Fet4قابل ذكر است كه . هاي موجود در شبكه بوده است

به عنوان  2013كه در مطالعه انجام شده در سال   Cot1و
گزارش شده بودند نيز در  S. cerevisiaeناقلان روي در 

لذا پيشنهاد مي شود تا در . شبكه گفته شده مشاهده شدند
مطالعات بعدي جهت بررسي دقيق تر شرايط اپتيمم براي 
جذب روي بعنوان يكي از فلزات سنگين موجود در 

 Fet4صنعتي، ساير ژن هاي اين شبكه به ويژه پسماندهاي 
كه به عنوان هسته اصلي در خوشه Zrc1 و نيز  Cot1و

 . ، پرداخته شود)B.4شكل(بندي از شبكه شناسايي شد 

علاوه بر توانايي و قابليت ميكروارگانيسم ها در جذب 
توسط اين ميكروارگانيسم  ياخته تك فلزات، توليد پروتئين

 در مطالعه. ن را به خود جلب كرده استها نيز توجه محققا
صورت گرفت،  نشاسته بر روي پساب حاوي كه اي

 S. cerevisiae مخمر سويه هاي مشخص شد كه مي توان
 نشاستة مصرف به قادر و اين مخمر كرد از آن جداسازي را

 پروتئين توليد براي آنها از تواند مي و است خام و محلول
 مطالعه ديگري كه به منظور در. )16(كند استفاده ياخته تك

 از ياخته تك پروتئين توليد در جهت خمرهام از استفاده
 صورت گرفت، مشخص شد كه ماهيان احشاء و امعاء
 احشاء و امعاء باقيمانده در موجود S. cerevisiae مخمر
 استفاده ياخته تك توليد پروتئين جهت تواند مي ماهيان
 نوع از تحقيق اين در استفاده مورد كشت الگوي. شود

 آزمايشگاهي مقياس دو در و ستهب شرايط در كه بود هوازي
 مطلوب شرايط كه داد نشان نتايج .شد انجام تخميري و

سبب  مناسب، فرمانتور از استفاده مخمرها، همچنين رشد
 پساب حاصل از ياخته تك از پروتئين بالايي توليد درصد

 غذاي در غذايي مكمل بعنوان مي شود كه ماهي ضايعات
  .)22(است دهقابل استفا آبزيان و طيور دام،

 راحتي به زيستي هاي جاذب ها به عنوان ميكروارگانيسم
 غلظت در سنگين فلزات جذب براي و هستند در دسترس

 از استفاده منطق .مي باشند كاملا كارآمد نيز كم بسيار هاي
 كه اينست سنگين فلزات جذب براي ها ميكروارگانيسم

 از زيادي قسمت گسترده بطور كه توده زيستي هستند آنها
 اندازه نظر از كه حالي در دهند، مي تشكيل را زمين كره

 در رشد قابليت ها ميكروارگانيسم همچنين. كوچكند بسيار
 محيطي تغييرات مقابل در و دارند را شده كنترل شرايط
همه اين ويژگي ها در كنار توانايي . )15(انعطافند قابل

ميكروارگانيسم ها به ويژه مخمرها در استفاده از فلزات 
جذب شده توسط آنها در جهت توليد توده زيستي كارآمد 

و پاكسازي  كه مي تواند علاوه بر سم زدايي از پسماندها
محيط به عنوان بيومسي غني از فلزات در جهت غني 
سازي هدفمند غذاي انسان ها و خوراك ديگر جانواران 



 1400، 3، شماره 34جلد                                                 )                            مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

326 

، اهميت مطالعاتي نظير مطالعه حاضر را )11(استفاده شود
براي دست يابي به شرايط بهينه براي توليد بهينه چنين 

روي  بر حاضر مطالعه. ميكروارگانيسم هايي نشان مي دهد
كارخانه توليد  پساب از بدست آمده S. cerevisiaeمخمر 
بمنظور بررسي شرايط بهينه رشد اين مخمر در  الكل

كه يك  Zrt1حضور فلز روي و با تاكيد بر نقش پروتئين 
 پروتئين ناقل روي در شرايط كمبود روي مي باشد، متمركز

نتايج حاصل از مطالعه، قابليت و اهميت اين  .بود شده
روي به ويژه در شرايط كمبود روي  پروتئين را در جذب

پيشنهاد مي شود براي نتيجه گيري بهتر . محيطي نشان داد

بررسي ديگر فاكتورهاي : در مطالعات بعدي مواردي نظير
موثر بر رشد مخمر و جذب روي توسط مخمر، مقايسه 
تاثير شرايط هوازي و بي هوازي بر رشد مخمر و در نتيجه 

فاكتورهاي مختلف  ررسي تاثيرميزان توليد توده زيستي، ب
و Zrt2 بر بيان ديگر ژن هاي موثر در جذب روي از جمله 

Pho84  و تاثير آنها بر رشد مخمر، تهيه پروتئين تك ياخته
و  S. cerevisiaeغني شده با روي و آهن توسط مخمر 

براي جذب روي در  S. cerevisiaeبررسي كارايي مخمر 
  .توجه قرار گيرد فاضلاب حاوي عناصر مختلف، مورد
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Abstract 

Background: The Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) is a unique microorganism 
in toxic metals biosorption. The extracellular uptake of zinc in S. cerevisiae is mediated 

by the high-affinity Zrt1 protein as zinc transporter. The aim of current study was to 
examination of Zrt1 gene expression level in the presence of zinc metal, in S. cerevisiae 
as an industrially important yeast strain. Methods: Yeast isolates, obtained from alcohol 
factory’s effluent were filtered and grown in YPD (yeast extract-peptone-dextrose) 
medium as a specific medium for yeast growth. The PCR method and DNA sequencing 
was employed to identify S. cerevisiae yeasts strains. Then, growth rate of this yeast in 
present of different concentration of Zn2+, was examined at 24-hour intervals (0, 24, 48, 
and 72 h), using spectrophotometry. The qRT-PCR technique was carried out to 
quantified expression level of Zrt1 in yeast cells under these conditions. Also, the 
protein-protein interaction (PPI) network of Zrt1 and its closely interacting genes, 
obtained from STRING database were analyzed using Network Analyzer (plugged in 
Cytoscape v3.7.0) to identify the most potentially effective genes. Results: In optimum 
conditions of 25 µg/ml of zinc after 24 h incubation, S. cerevisiae showed the maximum 
growth rate and expression level of Zrt1 as Zn transporter. Also, bioinformatics 
analyses identified Zrt1 as crucial gene in cell signaling pathway for zinc absorption by 
S. cerevisiae. Discussion: our study demonstrated that S. cerevisiae, obtained from 
industrial effluents, can be used to produce Zn-enriched biomass. 
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