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سنجش سميت فلزات سنگين سرب، كادميوم و مس توسط باكتري نورافشان جدا شده از 
  درياي مازندران

  1شيماسادات معقول و *1،2مجتبي محسني

  بابلسر، دانشگاه مازندران، گروه زيست شناسي سلولي و مولكولي 1
  پژوهشي نانو و بيوتكنولوژيگروه بابلسر، دانشگاه مازندران،  2

  4/7/94 :تاريخ پذيرش  23/4/94 :تاريخ دريافت

  چكيده

 كارآييي نوين، سريع و با روشهاها و فلزات سنگين، استفاده از  امروزه با توجه به آلودگي گسترده محيط زيست به انواع آلاينده
هاي محيطي، استفاده از  ي سنجش سميت نمونهروشهايكي از . اهميت زيادي پيدا كرده است ها بالا براي تشخيص آلاينده

سنجش سميت  ،پژوهش حاضرهدف . باشد آزمون سنجش سميت بر اساس مهار بيولومينسانس مي براي نورافشاني باكتريها
درياي مازندران جمع نمونه آب از اعماق مختلف  .بود ندراناستفاده از باكتري نورافشان جدا شده از درياي ماز فلزات سنگين با

گراد  درجه سانتي 28و در دماي  تلقيح اختصاصيدر محيط كشت ها  ، نمونهباكتري نورافشانبراي جداسازي . آوري شد
سنجش سميت فلزات  سپس .بررسي شد يلومينومتر و ياسپكتروفتومتر روشرشد و نورافشاني جدايه به  .گرماگذاري شد

از  MM1به نام جدايه  نورافشان باكتري .انجام شدنورافشان  ت لومينسانس جدايهمس توسط خاصي سنگين سرب، كادميوم و
 نور. داشت پايدار و با سطح بالانورافشاني  توانايي MM1 كه جدايه نشان دادبررسي نورافشاني نتايج . جداسازي شد آب دريا
 تشخيص به قادر جدايه كه داد نشان نتايج. داشت سنگين فلزات حضور در توجهي قابل كاهش MM1  جدايه از شده ساطع
 ،mgL-1 55/8سرب، كادميوم و مس به ترتيب سنگين براي فلزات  EC50مقادير  .باشد مي سنگين فلزات پايين بسيار غلظت

mgL-1 46/18  وmgL-1 77/3 16همچنين بررسي توالي ژن  .سنجيده شدS rDNA  نشان داد كه جدايهMM1  درصد  99داراي
باكتري نورافشان جدا فعاليت لومينسانس نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه . بود) Vibrio harveyi( يي ويبريو هاروِهومولوژي با 

براي  دتوان اين جدايه مي. فتو به طور قابل توجهي كاهش يابوده شده از درياي مازندران به حضور فلزات سنگين حساس 
  .فلزات سنگين مورد استفاده قرار گيرد به ويژه هاي زيست محيطي سنجش سميت آلاينده

  ، درياي مازندرانسنجش سميت، فلزات سنگين، باكتري نورافشان :هاي كليدي واژه

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

  مقدمه
صنايع مختلف و گسترش   افزايش جمعيت و توسعه

هاي  مناطق كشاورزي باعث ورود حجم بالاي آلاينده
  از ميان مواد آلاينده .)4( شود ميي آبي محيطهامختلف به 

 وارد شده به محيط زيست، فلزات سنگين به علت اثرات
. )1( توجه هستندقابل  سمي و پتانسيل بالاي تجمع زيستي

فلزات سنگين مانند سرب و كادميوم براي متابوليسم اغلب 

نيز براي بدن  آنها و حتي مقادير كم نبودهبدن مورد نياز 
زاي  تركيبات سرطان B2سرب در گروه . )6( هستندمضر 

يقات سرطان طبقه بندي شده است بين المللي تحق مؤسسه
فيزيولوژي انسان اي در  هيچ كار ضروري شناخته شدهو 

 زيستينيمه عمر   به واسطه سرب همچنين .دهد انجام نمي
 .)25و  18( ي بدن تجمع يابدبافتهاتواند در  زياد مي
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 -ترين اثر سوء مصرف كادميوم در انسان بيماري ايتاي مهم
است كه اولين بار به علت مصرف برنج ) Itai-Itai(ايتاي 

از اثرات بالا . )6( ن فلز در ژاپن گزارش شدآلوده به اي
توان به ناراحتيهاي  ي بدن ميبافتهابودن ميزان مس در 

- شديد مخاطي، صدمات وسيع مويرگي، صدمات كليوي
كبدي، اختلال در سيستم اعصاب مركزي و افزايش 

هاي  آلاينده تأثيربه طور سنتي، . )18( كلسترول نام برد
با ي انساني، فعاليتهاتخليه شده به محيط زيست توسط 

هاي  پارامتر  گيريهاي شيميايي يا سنجش استفاده از اندازه
ي تكنيكهادر اين ميان . شود فيزيكي، ارزيابي مي
و طيف سنجي ) HPLC( بالا كارآييكروماتوگرافي مايع با 

 gas-MS )Gas جرمي با فاز حامل گاز

Chromatography–Mass Spectrometry ( به طور گسترده
 روشهامحدوديتهايي در استفاده از اين . شود استفاده مي

توان به قيمت بالا، زمان بالاي  وجود دارد كه از جمله مي
 اينها علاوه بر. نياز به اپراتور با تجربه اشاره كرد نيز و آناليز

محدود به غلظت  تكنيكهااطلاعات به دست آمده از اين 
 آنها نكه اطلاعات مربوط به سميتبدون اي هها بود آلاينده

ي ارزيابي محدوديتهابراي غلبه بر . دنشان دهرا 
زيست سنجي معرفي روش ها،  آلاينده تأثيرفيزيكوشيميايي 

باشد كه  يي ميآزمونهازيست سنجي شامل . )7( شده است
اين  .گردد مياز موجودات زنده به عنوان شاخص استفاده 

شيميايي براي شناسايي سميت مواد   روش به طور گسترده
زيست . )17( دشو گي محيط زيست به كار گرفته ميآلودو 

ارزيابي تغييرات در فيزيولوژي يا رفتار موجودات  ،سنجي
شده توسط تركيبات سمي القاء  يتنشهازنده ناشي از 

تواند باعث  سازد كه مي شيميايي يا زيستي را ممكن مي
 زيستي بر پايه سنجش. )26( اختلال سوخت و ساز شود

تواند به دليل پاسخ سريع آن به سموم شيميايي  مي باكتريها
اوليه   ي غربالگري هشداردهندهروشهايا زيستي به عنوان 
حساسيت بالا و پاسخ سريع . )8( به كار برده شود

به عنوان هاي مختلف  آلاينده بهلومينسانس باكتريايي 
را اين روش مهاركننده فعاليت زيستي موجب شده است تا 

ي زيستي آزمونهادر مقايسه با ساير مد آبه يك ابزار كار
 .)24( تبديل كند ها آلاينده براي تعيين مقادير كوچك

تغييرات  يهبر پامهار بيولومينسانس  يسنج يستاساس ز
. است يمواد سم تأثيرشدت بيولومينسانس تحت 

مناسب سطوح بالا و  يطشرا در نورافشان يباكتريها
 ينكنند كه به دليل ا يلومينسانس را ساطع منور از  يداريپا
سميت مورد استفاده  يابيدر ارز فردشان منحصر به يژگيو

از قبيل  ياز مواد سم يرو، بسيار يناز ا. گيرند يقرار م
 رتأثي يكتوانند  يفلزات سنگين م كشها و ، علفكشها آفت
سيستم لومينسانس  يرو يو قابل اندازه گير ياننما

توسعه  يستيز يعنوان سنسورها به بگذارند كه ياييباكتر
گيري در زيست  پارامتر اصلي اندازه. )9( اند داده شده

نورافشاني سنجش كاهش بيولومينسانس، سنجي مهار 
كه لومينسانس باكتريايي به طور  آنجا از. )2( باشد مي
هر مهار  تنفس سلولي گره خورده استقيم به مست

متابوليسم سلولي به علت سميت، به كاهش در انتشار نور 
شود و در نتيجه تغيير در  منتج مي تأثيري تحت سلولها

شدت لومينسانس باكتري مورد آزمايش، گواه بر وجود 
ترين  مهم .)17( شرايط غير معمول براي اكوسيستم است

 سنجي مهار بيولومينسانس پارامتر سميت شناسي در زيست
EC50 )Effective concentration (اشد يعني غلظتي از ب مي
درصد كاهش  50كه لومينسانس باكتريايي را حدود  آلاينده

، نتايج حساسيت بالاي سيستم لومينسانس). 5(دهد  مي
سريع، تغييرات كمي دقيق در سطح لومينسانس و راحتي 

زيست سنجي مهار روش  آناليز موجب شد تادر كار 
بيولومينسانس براي نظارت زيستي سريع محيط زيست 

در اين تحقيق باكتري نورافشان از درياي . )2( دباشمناسب 
آزمون سنجش  و براي اولين بار مازندران جداسازي شد

استفاده از با  سميت فلزات سنگين سرب، كادميوم و مس
اي خاصيت لومينسانس باكتري نورافشان جداشده از دري

   .گرديد بررسي مازندران

  روشهامواد و 
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هاي  نمونه: باكتريها سازي و جداسازي ي، غنيبردار نمونه
، 5دران و از اعماق احل جنوبي درياي مازنواز س آب دريا

 آوري شد دار جمع ظروف استريل دربدر  متري 15و  10
گراد، به آزمايشگاه  درجه سانتي 4دماي بلافاصله در  و

  ي نورافشان، از محيطباكتريهاسازي  غنيبراي . منتقل شد
. استفاده شد SWB (Sea Water Broth) اختصاصي  كشت

، عصاره گرم 5/0پپتون اين محيط كشت از مخلوط كردن 
سديم كلرايد  ،گرم 3/0، عصاره گوشت گرم 5/0مخمر 

 53/0، منيزيم كلرايد گرم 07/0پتاسيم كلرايد  ،گرم 4/2
گرم  01/0 كلسيم كلرايد وگرم  7/0منيزيم سولفات ، گرم
. )pH=8/6- 2/7( تهيه شد ديونيزهليتر آب  ميلي 100در 

آب دريا به محيط كشت مايع   مقدار يك ميلي ليتر نمونه
SWB  گراد، گرماگذاري  سانتي  درجه 28و در دماي تلقيح
هاي غني شده به  ساعت گرماگذاري، نمونه 24پس از . شد

حاوي  SWBكشت مايع  محيط( SWA سفتمحيط كشت 
به  گراد درجه سانتي 28و در دماي  منتقل) درصد آگار 5/1

ي كلنيها براي بررسي. گرماگذاري شد ساعت 24مدت 
پس از گذشت چند . نورافشان، از اتاق تاريك استفاده شد

ي نورافشان كلنيها ثانيه كه چشمها به تاريكي عادت كرد،
كشت خالص براي تهيه . )21( مشاهده و جداسازي شد

  ي مجزا نورافشان به محيط كشت تازهكلنيها ، باكتري
SWA  گراد،  درجه سانتي 28منتقل شد و در دماي

مرفولوژي كلني جدايه روي  همچنين .گرماگذاري شد
محيط كشت آگاردار و نيز مرفولوژي و واكنش گرم باكتري 
. به كمك روش استاندارد رنگ آميزي گرم بررسي شد

باكتريايي تا انجام مراحل بعدي آزمايش، در   جدايه
گراد  درجه سانتي -85درصد و دماي  15گليسرول 

  .ري شدنگهدا

 به روشبررسي رشد و نورافشاني جدايه 
براي بررسي رشد و : يلومينومترو  ياسپكتروفتومتر

 رشد SWB مايع نورافشاني جدايه، باكتري در محيط كشت
گذاري  گراد گرمخانه سانتي درجه 28اي داده شد و در دم

جذب نوري در مقدار گذاري،  رماگساعت  12پس از . شد
-CT( اسپكتروفتومترنانومتر توسط دستگاه  600طول موج 

2200 Chrom Tech( ساعت  دوزماني   با فاصله
  . گيري شد اندازه

، نورافشاني باكتري نيز با جدايههمزمان با بررسي رشد 
سط دستگاه لومينومتر ساعت تو دوزماني   فاصله

)Berthold (گيري شدت  براي اندازه. شدگيري  اندازه
مخصوص  نمونه در سل ليتر لومينسانس، حجم يك ميلي

در مدت شدت لومينسانس جدايه لومينومتر ريخته شد و 
واحد نسبي با  شدت لومينسانس. گيري شد ثانيه اندازه 60

) RLU )Relative luminescence Unitلومينسانس 
، بر حسب متناسب با شدت نور و شود گيري مي اندازه
  .)12( شود محاسبه ميثانيه بر  فوتون

سميت فلزات سنگين با استفاده از بيولومينسانس سنجش 
فلزات سنگين، از  براي سنجش سميت: نورافشان جدايه

 SWBمحيط كشت مايع  نورافشان رشد كرده درجدايه 
ي نورافشان در سرم سلولهاشستشوي  پس از. شد استفاده

محلول  دررسوب سلولي سوسپانسيون فيزيولوژي استريل، 
محلول ذخيره . )10( تهيه شد سديم كلرايد دو درصد

 ، سرب نيترات ويوم نيتراتي فلزي شامل كادمكاتيونها
 يو در تاريك در آب مقطر تهيه) مرك، آلمان(مس سولفات 
ميلي  1/0براي انجام سنجش سميت، حجم . نگهداري شد

  رقتاز ليتر  ميلي 9/0ليتر از سوسپانسيون باكتريايي با  
د دو تهيه شده در سديم كلراي(مختلف فلزات سنگين 

در روش  غلظت نهايي فلزات سنگين. شد مخلوط )درصد
و مس  43/12، سرب 00/36شامل كادميوم  سنجش سميت

مخلوط باكتري و فلز سنگين به . ليتر بود گرم بر ميلي 62/7
گراد نگهداري شد  درجه سانتي 15 در دماي دقيقه 15مدت 

كاهش نورافشاني جدايه به كمك دستگاه لومينومتر و 
توسط شاخص  فلز سنگينسميت هر  .)9(سنجيده شد 

EC50 ) درصدي  50غلظتي از ماده كه باعث مهار
شاخص . مورد ارزيابي قرار گرفت) شود بيولومينسانس مي
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EC50  منحني كمكبه پاسخ براي كاهش بيولومينسانس - زد
 شود محاسبه مي ،باكتريايي نسبت به غلظت فلز سنگين

)3(.  

اي پليمراز ژن  واكنش زنجيرهو  استخراج نوكلئيك اسيد
16S rDNA : ،براي شناسايي مولكولي جدايه نورافشان

انجام  16S rDNAژن  )PCR(اي پليمراز  واكنش زنجيره
با استفاده از روش استاندارد  نوكلئيك اسيد جدايه ابتدا. شد

متيل   تري  دسيل در اين روش از هگزا). 20(استخراج شد 
  براي متلاشي كردن ديواره )CTAB( برومايد  آمونيوم 

ايزوآميل الكل به نسبت : كلروفرم: سلولي و از محلول فنل
 .ها استفاده شد و قند پروتئينهاجهت حذف  1:24:25
 30محلول  ،به منظور رسوب نوكلئيك اسيد همچنين
براي شستشو و حذف نيز پلي اتيلن گليكول و درصد 

 16Sسپس تكثير ژن  .اتانول به كار گرفته شد ،ناخالصيها

rDNA اي پليمراز  با استفاده از واكنش زنجيره)PCR( ،
هاي  براي انجام اين واكنش از پرايمر. )19( انجام شد

  مشخصات اليگونوكلئوتيد. استفاده شد PHو  PAعمومي 
. نشان داده شده است 1هاي مورد استفاده در جدول  پرايمر

با  16S rDNAاي پليمراز ژن  برنامه واكنش زنجيره

 5گراد به مدت  درجه سانتي 94واسرشت اوليه در دماي 
تكرار   چرخه 35ير شامل تكث  چرخه. دقيقه آغاز شد

دقيقه، دماي  1به مدت  درجه 95 شونده با دماي واسرشت
 72دقيقه و دماي گسترش  5/0درجه به مدت  50اتصال

ها و به  پس از اتمام چرخه. دقيقه بود 5/1درجه به مدت 
تكثير شده، واكنش به  DNAمنظور تكميل نهايي ساختار 

. گراد نگهداري شد درجه سانتي 72دقيقه در دماي  5مدت 
، با 16S rDNA  اي پليمراز ژن درستي انجام واكنش زنجيره

درصد رنگ آميزي شده با  8/0الكتروفورز ژل آگارز 
اي  واكنش زنجيرهمحصول سپس  .اتيديوم برمايد تأييد شد

 GeneJET )Thermoبا استفاده از كيت تخليص پليمراز 

Scientific, Lithuania( 16توالي ژن  .خالص سازي شدS 

rDNA توسط شركتGATC Biotech  آلمان تعيين شد .
 با استفاده از نرم افزار ها مجدداً نتايج توالي نوكلئوتيد

Chromas Lite (2.01) شباهت توالي .بررسي شد  
جدايه نورافشان با ديگر  16S rDNAهاي ژن  نوكلئوتيد

و  NCBIي اطلاعاتي پايگاههاي ثبت شده در تواليها
EZtaxonTaxon  13(تعيين شد.(  

  ).19( )پرايمر برگشت: Rپرايمر رفت، : 16S rDNA )Fاي پليمراز ژن  هاي عمومي واكنش زنجيره مشخصات و توالي پرايمر -1لجدو

 GCدرصد   )′3→′5 (توالي   پرايمر
  دماي اتصال پرايمر

  )گراد درجه سانتي(
 PCRمحصول 

  )جفت نوكلئوتيد(

PA-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 50 1500  50  درصد  
PH-R  AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 60 1500  50  درصد  

در  MM1جدايه  16S rDNAشماره دستيابي ژني توالي 
به  MM1جدايه  16S rDNAتوالي ژن : بانك اطلاعاتي

براي ثبت شماره دستيابي ژني آمده در اين پژوهش  دست
  .ارسال شد NCBIبه بانك ژني 

  نتايج
پس از : نورافشان  باكتري و بررسي مرفولوژي جداسازي

 SWBمحيط كشت مايع  هاي آب دريا در نمونه سازي غني

مجزاي ي كلنيها ،SWAبه محيط كشت آگاردار  و انتقال آن
در اتاق تاريك  ي نورافشانكلنيها .جداسازي شد نورافشان

، SWAآگاردار  تازه محيط كشت با انتقال بهگذاري و  نشانه
افشاني بهتر  با نور جدايه ،كلنيها از ميان. خالص سازي شد

 MM1اين جدايه . براي مراحل بعدي آزمايش انتخاب شد
 MM1افشان  نور مشخصات كلني جدايه .نامگذاري گرديد
صاف و   به صورت كروي با حاشيه SWAدر محيط كشت 

. داده شدنشان  1به رنگ كرم مايل به سفيد در شكل 
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آميزي گرم  به روش رنگنتايج بررسي مرفولوژي  همچنين
اي كوتاه،  به صورت ميله MM1جدايه  يسلولهانشان داد 

  .)1شكل (منفرد و گرم منفي بود 

  

   
جداشده از  MM1  جدايه نورافشان) ب(آميزي شده به روش گرم  و سلولهاي رنگ) الف( SWAمرفولوژي كلني در محيط كشت آگاردار  -1شكل 

  .آب درياي مازندران
به منظور بررسي : MM1بررسي رشد و نورافشاني جدايه 

 درنورافشاني آن، جدايه  توانايي و MM1رشد جدايه 
منحني رشد باكتري . رشد داده شد SWBمحيط كشت مايع 

در نانومتر  600جذب نوري آن در طول موج  با سنجش
 لومينسانسهمزمان . اصل زماني مشخص رسم شدوف

منحني شدت  رار گرفت وجدايه نيز مورد بررسي ق
 همان. با گذشت زمان رسم گرديدبيولومينسانس جدايه 

) 2شكل (طور كه در منحني رشد و شدت بيولومينسانس 
رشد باكتري،  ساعت اول 18نشان داده شده است در 

شته است اما در بيولومينسانس افزايش زيادي نداشدت 
شدت ساعت از رشد جدايه،  18-20فاصله زماني 
كه  طوري به .به طور چشمگيري افزايش يافت بيولومينسانس

 49/185 ،شدت نسبي لومينسانس در مدت دو ساعت
 ساعت 20-24سپس در فاصله زماني . درصد افزايش يافت

 RLUود بيولومينسانس در حدشدت نسبي ، رشد
  . ثابت ماند 6/784×103

: MM1ي فلزي توسط جدايه كاتيونهاسنجش سميت 
براي سنجش سميت فلزات سنگين سرب، كادميوم و مس 

 دوي مختلف از فلزات مورد نظر در سديم كلرايد غلظتها

و پس از افزودن سوسپانسيون باكتريايي،  شد درصد تهيه
ي مختلف غلظتها تأثير نتايج. كاهش بيولومينسانس ثبت شد

در شكل  MM1جدايه كاهش بيولومينسانس فلز سرب در 
افزودن  نتايج نشان داد كه بااين . شود مشاهده مي الف -3

سرب به سوسپانسيون باكتريايي، اثرات سمي آن با كاهش 
نشان  الف - 3شكل  نتايج. نورتابي جدايه نمايان شد

دهد افزايش غلظت سرب رابطه مستقيم با كاهش  مي
كه سرب  مؤثريا غلظت  EC50مقدار  .جدايه دارد نورتابي

 شود مينور بيولومينسانس  درصد شدت 50باعث كاهش 
به كمك معادله خط و بر اساس دو پارامتر غلظت فلز و 

به دست سرب   mgL-1 55/8 ،شدت نسبي نورتابي باكتري
  . آمد

جدايه در حضور فلز كادميوم  منحني كاهش بيولومينسانس
نورتابي  ،دهد با افزايش غلظت فلز نشان مي )ب -3شكل (

كادميوم،  mgL-1 46/18جدايه نيز كاهش يافته و در غلظت 
 mgL-1 (نورتابي جدايه به نصف كاهش يافت شدت 

46/18=EC50 .(با افزايش غلظت دهد  نتايج نشان مي
نورتابي جدايه كاهش شديدي داشت شدت  كادميوم،

 بالف
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كادميوم، شدت  mgL-1 00/36غلظت در كه  طوري به
   .يافت درصد كاهش 44/87نورتابي جدايه 

دهد  نشان مي ج - 3شكل  درسنجش سميت فلز مس نتايج 
با افزايش غلظت  MM1 جدايه شدت بيولومينسانسكاهش 

دهد شدت نورتابي  نتايج نشان مي .ردمس ارتباط مستقيم دا
درصد كاهش  27/99، مس mgL-1 62/7غلظت  جدايه در

 EC50مقدار  ،ج -3شكل معادله خط در با توجه به  .يافت
   .سنجش شد مس mgL-1 77/3فلز مس 

  

  
انحراف  ±ها نمايانگر ميانگين نتايج سه بار تكرار  داده .SWBدر محيط كشت مايع  MM1 هيجدا )(شدت بيولومينسانس  و) ●( رشد -2شكل 

  ).n=3(معيار اند 
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ها نمايانگر  داده .MM1 هيجدا نسانسيولوميب به روش زيست سنجي مهار)  ج(و مس ) ب(، كادميوم )الف(سنجش سميت فلز سرب  -3شكل 

  ).n=3(انحراف معيار اند  ±ميانگين نتايج سه بار تكرار 
براي شناسايي : MM1شناسايي مولكولي جدايه نورافشان 

اي پليمراز  ، واكنش زنجيرهMM1مولكولي جدايه نورافشان 
با انجام پس از تعيين توالي، . انجام شد 16S rDNAژن 

BLAST  و مقايسه اطلاعات موجود در بانك ژني
EzTaxon وNCBI با ساير   ، درصد همولوژي جدايه
نتايج آناليز تطبيقي . آمد به دستي بانك اطلاعاتي باكتريها

 وجود داشت، نشان داد كه جدايه قبلاً توالي با اطلاعاتي كه
MM1 ،ويبريوا درصد هومولوژي ب 99بيش از  داراي 
 16Sتوالي ژن  همچنين .بود) Vibrio harveyi( ييهاروِ

rDNA  جدايه نورافشانMM1  به شماره دستيابي ژني
KP732105  در بانك اطلاعاتيNCBI شد ثبت.  

  بحث
استخراج معادن،  ي انسان نظير ذوب فلزات،فعاليتها

هاي  ، كودكشها استفاده از آفت و نيز نيروگاههاي صنعتي
منجر به  كشاورزي فاضلابها حاوي فلزات درشيميايي و 

شده  يفلزهاي  آلايندهمحيط زيست به انواع شديد آلودگي 
هاي مختلف زيست محيطي،  در بين آلاينده). 16( است
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به واسطه در اكوسيستم مختلف فلزات سنگين حضور 
 اييسميت، ماندگاري بالا، تجزيه ناپذيري و همچنين توان

). 15(گيرد  ميمورد توجه قرار  ،در موجودات زندهتجمع 
ها در محيط زيست  ي مختلفي براي سنجش آلايندهروشها

 روش استفاده شده در پژوهش حاضرمعرفي شده است اما 
آلودگي  اده از بيولومينسانس براي مطالعهفتحت عنوان است
استفاده از  .مورد توجه قرار گرفته استخاك و آب 

 محيطي هايي لومينسانس براي تشخيص آلودگيباكتريها
از جمله . ي ديگر داراي مزايايي استروشهانسبت به 

 سهولت، بالا يتحساستوان به  مزاياي اين روش جديد مي
كم هزينه بودن  نيز عمل وگيري و سرعت  يند اندازهآفر

براي انجام سنجش سميت ). 14( اشاره كردآزمايشات 
يي با باكتريها، به باكتريهابيولومينسانس  ويژگيتوسط 
از آنجا كه . مطلوب و پايدار نياز است نورافشانيتوانايي 

ي نورافشان دريايي بوده و درياي باكتريهابخش اعظم 
ها  يسمارگاناز ميكرومازندران داراي تنوع زيستي گسترده 

با  MM1 اييباكتري باشد، در اين پژوهش جدايه مي
از درياي مازندران جداسازي  مطلوب و پايدار ينورافشان

و نورافشاني آن نشان داد كه  باكترينتايج بررسي رشد  .شد
لومينسانس ساعت افزايش داشت اما  12رشد جدايه از 

MM1  نتايج نشان اين  .شدت يافت ،ساعت 18پس از
كه نورافشاني با افزايش رشد باكتري و رسيدن  دهد مي

افزايش . بايد تراكم سلولي به حد آستانه افزايش مي
بيولومينسانس جدايه بر اساس پديده حد نصاب احساس 

)Quorum sensing ( باشد قابل توجيه مي باكتريهادر )23(.   

با  سرب، كادميوم و مس فلزات سنگينز آنجا كه ا
شوند در  ميي صنعتي به محيط زيست وارد فعاليتها

پژوهش حاضر سنجش سميت فلزات سنگين به كمك 
در پژوهشي مشابه، هونگ و . انجام گرفت MM1جدايه 

را از چين جداسازي و  فتوباكتريوماي از   همكاران گونه
سمي شيميايي كاربرد آن را در سنجش زيستي سريع مواد 

مقايسه نتايج حاصل از . )9( كردند ،موجود در آب بررسي
با ) LuB-1 )19  جدايهسنجش سميت فلز مس توسط 

 نشان داد) پژوهش حاضر( MM1جدايه نتايج حاصل از 
و  mgL-1 29/2هر دو جدايه به ترتيب  EC50كه مقدار 

mgL-1 77/3 دهد جدايه  اين نتايج نشان مي. بود مس
MM1  براي سنجش فلز مس داراي حساسيت مطلوبي
  .است

به طور متداول كه  ويبريو فيشريبا  MM1  مقايسه جدايه
 نظير آب و پساب نمونه هاي محيطيسنجش سميت  براي

را به تحقيق حاضر حساسيت بيشتر جدايه شود  استفاده مي
مقادير . )2جدول ( دهد بعضي از فلزات سنگين نشان مي

EC50  ويبريو فيشري ي مختلف توسطپژوهشهابرگرفته از 
، 2( مقايسه شده است 2در جدول  MM1جدايه نتايج  و

  ).22 و 11

حاصل از  EC50قادير مدهد  نشان مي 2 جدولنتايج 
 MM1جدايه سنجش سميت تمام فلزات سنگين توسط 

فلز  EC50مقدار  يبود به استثنا پژوهشهاكمتر از نتايج ساير 
اين  همچنين). 11( گزارش شد سرب كه توسط كاهرو

به  MM1جدايه  يحساسيت بيش از دو برابرنتايج نشان از 
سنجش سميت . )2( دارد ويبريو فيشرينسبت به فلز مس 

بيش از دو و حساسيت نيز  MM1جدايه توسط  ادميومك
 و مونكيتريكباليچ گزارشات مقايسه با نتايج  پنج برابر در

نتايج سنجش سميت نشان داد كه  ).22 و 2( نشان داد
فلزات  بالايي در زيست سنجي، حساسيت MM1جدايه 

سنگين دارد و قادر به تشخيص مقادير بسيار پايين از 
  . باشد فلزات سنگين مي

  

 اساس بر نيسنگ فلزات EC50 (mgL-1) ريمقادمقايسه  -2جدول
  .ويبريو فيشري و) مطالعه حاضر( MM1 هيجدا توسط تيسم سنجش

  منبع  ويبريو فيشري  MM1جدايه  فلز سنگين
  0/11  55/8 سرب

6/0  
)12(  
)25(  

  4/41  46/18 كادميوم
0/106  

)12(  
)26(  

  )12(  0/8  77/3 مس
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پژوهش حاضر، اولين گزارش از سنجش سميت 
هاي زيست محيطي توسط باكتري نورافشان جدا  آلاينده

 تحقيقنتايج اين . آيد شده از درياي مازندران به شمار مي
سنجش سميت فلزات توانايي  MM1   جدايه نشان داد كه

تواند  ميدارد و را به عنوان آلاينده زيست محيطي سنگين 
براي تشخيص سريع فلزات سنگين  به عنوان گزينه مناسب

  .به كار گرفته شودهاي آب، پساب و خاك  در نمونه
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Toxicity assay of heavy metals Pb, Cd and Cu by luminescent 
bacterium isolated from the Caspian Sea 
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Abstract 

Due to the widespread of environmental pollutants and heavy metals, the use of modern, 
fast and high performance methods for detection of the pollutants has great significance. 
One of the methods to assay the toxicity of environmental samples is the use of 
luminescent bacteria for the assay based on bioluminescence inhibition. The purpose of 
the current study was toxicity assay of heavy metals using luminescent bacterium 
isolated from the Caspian Sea. Water samples were collected from different depths of 
the Caspian Sea. For the isolation of luminescent bacteria, samples were inoculated into 
specific medium and incubated at 28 °C. Growth and luminescence of the isolated were 
studied using spectrophotometry and luminometry. Then the assessment of the heavy 
metals toxicity including Pb, Cd and Cu was performed using the luminescence 
property of the isolate. A luminescent bacterium was isolated from sea water and named 
MM1. The result of bioluminescence investigation revealed that the isolate MM1 can be 
able to emit a steady and high level of light. The light emission of isolate MM1 was 
significantly decreased in the presence of heavy metals. The results revealed that the 
isolate was able to detect low concentration of heavy metals. The EC50 values for Pb, 
Cd and Cu were assayed 8.55, 18.46 and 3.77 mgL-1, respectively. The 16S rDNA 
sequencing was exhibited that the MM1 strain was similar to Vibrio harveyi with 99% 
homology. The results of this study demonstrated that the luminescence activity of 
bacterium isolated from the Caspian Sea was sensitive to the presence of heavy metals 
and was significantly reduced. The isolate can be used for toxicity assay of 
environmental pollutants especially for heavy metals. 

Key words: Luminescent bacterium, heavy metals, toxicity assay, Caspian Sea 

  

  


