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 چکیده

ها در پالایش و محیطی بسیاری شده است. استفاده از میکروارگانیسم آور زیست های آلی فسفرۀ منجر به بروز اثر زیان کاربرد گستردۀ ترکیب
زیست و مناسب شناخته شده است. آنزیم ارگانوفسفروس هیدرولاز از یک رویکرد دوستدار محیط عنوان بههای ناگوار  گیری این ترکیب دازهان

شناسایی شده و قادر به  .Flavobacterium spیژه و بههای خاک استری است که در برخی میکروارگانیسمهای هیدرولیزکنندۀ فسفوتری آنزیم
های توالی رمزگذار این پروتئین برای بیان در باکتری  سازی کدون . در این پژوهش بهینهاستهای فسفرۀ آلی  تعدادی از ترکیبهیدرولیز 

Escherichia coli  انجام شد و سپس همراه با پروموترlacپروب -، در وکتور پروموترpTH1705 ادغام الگوبرداری کلون شد و  صورت به
گرم در لیتر دیازینون، برای میلی 50و 10حاوی غلظت  M9محیط کشت معدنی  انجام گرفت. E. coli باکتری  ویۀدر دو س  ترانسفورماسیون

نشان داد،  E. coli V103. بررسی منحنی رشد استرین ( استفاده شدin transصورت  به) opdکنندۀ ژن  سنجش عملکرد باکتری تراریخت بیان
 10که در غلظت  یدرحالگیرد قرار میکش( یر )وجود آفتتأثیتر دیازینون تا حد زیادی تحت گرم در لمیلی 50رشد باکتری در غلظت 

، غلظت یک روش استاندارد نشان داد عنوان به. نتایج حاصل از کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا یر کمتر استتأثدر لیتر دیازینون این  گرم میلی
گرم در لیتر به ترتیب به میلی 10ساعت از  24پس از  V103و  V100 ،V101 ،V102ترین دیازینون در محیط کشت باکتری، در چهار اس

 یباکتر نیا. این نتایج بیانگر انتقال موفق و نیز بیان ژن مورد نظر در باکتری است و کاهش یافتگرم در لیتر میلی 74/5و  09/7، 19/7، 38/6
  .ده را دارهای فسفر ترکیب یۀتجز ییتوانا شده یمهندس بینوترک

 
 .کروماتوگرافی مایع با کارایی بالاآلی فسفره،  های ترکیبباکتری تراریخت، تجزیه،  کلیدی: هایهواژ
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ABSTRACT 

Organophosphorus compounds are widely used, and their presence in different components of the ecosystem has led to 
harmful effects on the environment. The use of microorganisms in detoxification of xenobiotic compounds and 
measurement of pesticide residues is considered as an environmental-friendly and appropriate method. Organophosphorus 
hydrolase (opd), is a phosphotriester hydrolase enzyme which is discovered in some soil microorganisms such as 
Flavobacterium sp. and has a wide range of substrates and is able to hydrolyze many organophosphorus compounds. In the 
present study, codon optimization was done to express the protein in Escherichia coli. Following omission of the signal 
peptide sequence and substitution of serine by methionine as the start codon, this fragment was cloned under the control of 
lac promoter in a promoter-probe vector (pTH1705) as a transcriptional fusion and was used for transformation in two 
Escherichia coli strains DH5α and XL1-blue. To measure the performance of the transgenic bacteria expressing opd gene 
(as in trans), they were cultured in M9 mineral medium containing 10 and 50 mg/L diazinon and appropriate available 
carbon and nitrogen sources. Studying the growth curve of V103 strain revealed that bacterial growth in the presence of 50 
mg/L diazinon had been affected while this effect in the presence of 10 mg/L diazinon was minor. Results obtained from 
high-performance liquid chromatography as a standard method to compare with the performance of obtained transgenic 
strain showed that after 24 hours, diazinon concentration (initially 10mg/L ) in the bacterial culture medium of V100, V101, 
V102 and V103 strains reached to 6.38, 7.19, 7.09 and 5.74, respectively. These results reflected the successful transfer and 
expression of target gene in the bacterium and this genetically engineered bacterium was able to degrade organophosphorus 
compounds directly.  
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 مقدمه 

 های راهکش از در دنیای امروز مقدار زیادی آفت

زیست راه پیدا کرده و در محیط مختلف به محیط

 یرتأثها کشآفت هایخطر ینتر مهمشوند. پخش می

ن وحش، گیاهازیست، حیاتها روی محیطمنفی آن

 & Hsu) استهدف ی موجودات غیرطورکل بهمفید و 

Bartha, 1979) .ترین آلی از سمی ةفسفر های ترکیب

جنگ  های عامل عنوان بهموادی هستند که هم 

ند شوکش استفاده میآفت عنوان بهشیمیایی و هم 

(Wang et al., 2001) ایگسترده طور به ها ترکیب. این 

 غذایی، مواد از محافظت برای کشآفت عنوان به

 مقابل در زیستمحیط و کشاورزی محصولات

 استفاده مختلف آفات طتوس ایجادشده های خسارت

آلی های  کشآفت .(Rogers et al., 1999)شوند می

، آنزیمی استراز هستند کولیناستیل  ةمهارکنند ةفسفر

بخشد و  استیل کولین پایان می رسان یامپکه به عمل 

و  شودبا تحریک عصبی به فضای سیناپسی ترشح می

سیناپسی عمل  های کولینرژیک پس روی گیرنده

 جمع عصبی شیار در کولین استیل نتیجه درکند.  می

 و شود می مختل پیام ةمخابر عمل بنابراین و شده

 ها ماهیچه نتیجه در. دهد می دست عصبی هیجان

 مرگ و فلج به حالت این نهایت در که شده منقبض

این  اگرچه .(Donarski et al., 1989) شود می منتهی

 هانگیا از حفاظت در توجهی قابل نقش ها ترکیب

کاربرد گسترده  و محصولات کشاورزی دارند اما زراعی

در اجزای مختلف اکوسیستم منجر به  ها آنو وجود 

 محیطی بسیاری شده است آور زیست بروز اثر زیان

(Musa et al., 2011). آلی فسفره  های ترکیببین  در

 تماسی، نفوذی، گوارشی، خاصیت با هاییکشآفت

 دلیل به رد کهدا وجود و تدخینی سیستمیک

 بدن در سریع متابولیسم قابلیت سریع، اثرگذاری

 از برخی سیستمیک و نفوذی خاصیت زنده، موجودات

 ایجاد و آب خاک، در سریع ۀتجزی همچنین و هاآن

 ندشومی استفاده وسیعی طور به کمتر محیطی آلودگی

(Cai et al., 2016 .)نور معرض فسفره در های ترکیب 

زدایی و هیدرولیز سم غیره و اکخ هوا، خورشید،

. ) et al Zheng., 2011; et alMusa(2013 ,. شوند می

 خاک، ۀاسیدیت رطوبت، دما، مانند) یرزندهغ های عامل

 هایویژگی گیاهی، هایگونه میکروبی، ۀجامع ،(غیره و

 نیز شیمیایی و بیولوژیکی هایواکنش و ها،کشآفت

 یرتأث تحت یطمح فسفره را در های ترکیب سرنوشت

 اکسیداسیون. (Kazemi et al., 2012) دهدمی قرار

 ،(Zertal et al., 2005) نوری ۀتجزی ازن، با شیمیایی

 غشایی فیلتراسیون ،(Hua et al., 2006) دهیازن

(Hofman et al., 1997)، جذب (Daneshvar et al., 

  (Chen et al., 2009)بیولوژیکی تخریب و (2007

 بردن بین از برای که متعددی است هایروش از برخی

اما . است شده استفاده محیط در هاکشآفت یماندةباق

 )ریزجانداران( هامیکروارگانیسم از استفاده بین یندرا

 روش یک عنوان به هاآلاینده این زداییسم در

خاک و  شناسی زیست به آسیب بدون و ینههز کم

 ستگرفته شده ا نظر در زیستمحیط دوستدار

(Singh and Walker, 2006). ها توسط آلاینده ۀتجزی

 با استفاده از آلوده هایمحیط یساز پاک و هامیکروب

 قرار توجه مورد میلادی1960 ۀده اواخر از هاباکتری

 همچون های باکتریاییگونه از برخی. گرفت

Flavobacterium sp. و .Pseudomonas sp تولید با 

 های ترکیب استر هیدرولازتری فسفریک هایآنزیم

(. Ewida, 2014) کنند می تجزیه را آلی ةفسفر

آنزیم  ینتر شده شناخته 1هیدرولاز ارگانوفسفروس

 هاستدر دنیای باکتری استر هیدرولازتری فسفریک

(Zheng et al., 2013 .)های ترکیب آنزیمی هیدرولیز 

تا ) ها آن سمیت کاهش و زداییسم باعث آلی فسفره

 ;Hsu et al., 2008) شودمی (دنی شدنمع حد

Harper et al., 2006 .) آنزیمOPH  (E.C.8.1.3.1)، از 

 مانند خاک هایمیکروارگانیسم از برخی

Pseudomonas putida  وPseudomonas diminuta  
(Serdar et al., 1982 )هایگونه و Flavobacterium 

spp. (Mulbry & Karns, 1989; Munnecke, 1980) 

 از تعدادی هیدرولیز به قادر آنزیم این. است شده جدا

 Chae et al., 1994; Lai et) است فسفره های ترکیب

al., 1995; Kolakowski et al., 1997) از یکی و 

 مانند یهای ترکیب زداییسم در اصلی هایآنزیم

                                                                               
1. Organo Phoshorus Hydrolase (OPH) 
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 و دیازینون پاراتیون، متیل پاراتیون، پاراکسون،

 نه امروز، به تا(. Zheng et al., 2013) است کومافوس

 هیدرولاز برای رمزگذاری ارگانوفسفروس DNA توالی

است  شده گزارش GenBankهای اطلاعاتی در پایگاه

(Chu et al., 2006)  ی هاپژوهشکه در این میان

سهم بیشتری را به  opd ژنبا استفاده از  شده انجام

و مختلفی  های با هدف opd اند. ژنخود اختصاص داده

 Escherichia های بیانی متعددی درتحت سیستم

coli (Lan et al., 2006; Shimazu et al., 2001) 

Moraxella spp. (Shimazu et al., 2001) 

Saccharomyces cerevisiae ( Takayama et al., 

است.  شده های دیگری کلونو میکروارگانیسم (2006

 کارآمد و رپایدا در این تحقیقات بر تولید هیدرولاز

برای  ژنتیکی نوترکیب هایمیکروارگانیسم توسط

توان پالایی تمرکز شده است. در این زمینه میزیست

اشاره  (2002)و همکاران  Somara بررسی نتایج به

های سیگنال دست یینپارا  opdتوالی ژن  ،کرد

 pET32Aو  pTrc99Aرونویسی و ترجمه در دو وکتور 

مجزا به دو  صورت بهتور بیانی را قرار دادند و این دو وک

منتقل  E. coliباکتری  JM105و  BL21استرین 

 ۀسطح بالای بیان ژن، قطع ةکردند. سپس با مشاهد

کیلو دالتونی+  opd 40کیلو دالتونی )شامل ژن  60

کیلودالتون( را  20توالی برچسب هیستیدین به وزن 

های نیکل استخراج کرده و با استفاده از ستون

تئین خالص را از طریق هضم برچسب هیستیدین پرو

با ترومبین به دست آوردند که پس از فولدینگ این 

Znپروتئین خالص شده در حضور 
 ۀ، توانایی تجزی+2

ه است. یکی دیگر از شدپاراتیون توسط آن مشاهده 

 Agrobacteriumکه از  OPH رمزگذارهای ژن

radiobacter P230 شده  جدا استرالیا ازopdA بوده 

 از ایگسترده طیف هیدرولیز به که قادر

آلی فسفره است و توالی آن شبیه به  های کش‌حشره

. باکتری (Horne et al., 2002) است opdژن 

در  Plesiomonas sp. M6متیل پاراتیون  ةکنند تجزیه

 ,.Zhongli et al) ده استچین از خاک جداسازی ش

 ة، شمارmpdآن )به نام  ةو ژن هیدرولیزکنند (2001

( هیچ شباهت و AF338729دسترسی در بانک ژن 

 ,.Ekkhunnatham et al) ندارند opdهمسانی با ژن 

پاراتیون  ۀکه این استرین قادر به تجزی هرچند. (2012

 Zhang et) استهای آلی فسفره نیز کشو دیگر آفت

al., 2006) ژن .mpd  روی کروموزوم قرار دارد

(Zhongli et al., 2001) که یدرحال opd  یک ژن

متعددی در مورد بیان  های بررسیپلازمیدی است. 

فسفره که  های ترکیب ةکنند نوترکیب پروتئین تجزیه

شود در های دیگر رمز میتوسط این ژن و یا ژن

مختلف  های هدفهای مختلف و با میکروارگانیسم

 بررسی 2004صورت گرفته است. برای مثال در سال 

پروتئین ارگانوفسفروس هیدرولاز، که  بیان ینۀدرزم

صورت  E. coli ، درشودرمز می ophc2 توسط ژن

شد گرفت که سطح بیان پروتئین بسیار کم گزارش 

(Wu et al., 2004). ن از اهمین محقق 2006سال  در

میزبان بیان همین  عنوان به Pichia pastorisمخمر 

هاست که سال (Chu et al., 2006)ژن استفاده کردند 

 بیان بالای سطح برای یک میزبان عنوان به

 شودنوترکیب استفاده می های پروتئین

(Baumgartner et al., 2002)نخستین . این کار 

 از استفاده و با P. pastoris سیستم از که است گزارش

 بیان برای opdکروموزومی ژن  ۀنسخ یک

 .کرده است استفاده ارگانوفسفروس هیدرولاز

آنزیم  تولید برای بیانی مختلفی های سیستم

های سالاند. در شده طراحی ارگانوفسفروس هیدرولاز

که یک  MPHرمزگذار پروتئین  mpdBژن  گذشته

آلی فسفره است  های ترکیب ةپروتئین هیدرولیزکنند

بومی تایلند  Burkholderia cepaciaاز باکتری 

. این شدکلون  pGEX-4T-2جداسازی شد و در وکتور 

تنها منبع  عنوان به( MPHتری از متیل پاراتیون )باک

یک پروتئین  صورت بهرا  MPHکربن استفاده کرده و 

 صورت بهکند که بیان آن متصل به غشا تولید می

 ,.Keprasertsup et al) استدائمی گزارش شده 

 بیانی، پروتئین ادغامی طراحی این وکتور در. (2001

 26وزن مولکولی  با( GST) ترانسفراز-S گلوتاتیون

دالتون )در انتهای آمینی( نیز تولید شده است.  کیلو

 ترسریع و ترساده سازیامکان خالص بیانی سیستم این

سایر  با مقایسه پروتئین را در مرحله( یک در )تنها

برای  ای(بر )سه مرحلههای پرهزینه و زمانروش

کند خالص و طبیعی فراهم می MPH دستیابی به
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(Ekkhunnatham et al., 2012). بررسین در امحقق 

بر  افزونموفق به تولید یک باکتری نوترکیب شدند که 

 ةماندقیبا ۀنشر نور فلورسنت قرمز، توانایی تجزی

(. این Li & Wu, 2014فسفره را دارد ) هایکش آفت

توانند یک منبع شده می های مهندسیمیکروارگانیسم

 ةکنندای تجزیههسازی آنزیمبالقوه برای آماده

توان با توجه به های آلی فسفره باشند و میکش‌آفت

این آنزیم را  EGFP-OPHبیان بالای پروتئین هدف 

سازی کرد جداسازی و خالص His6با کمک برچسب 

(Li et al., 2014 .)Wu et al. (2000)  موفق به تولید

شدند که در آن دو ژن  E. coliنوترکیب  ۀیک سوی

oph  وgfp ر پلازمید دpTrcHis B  تحت یک پروموتر

داخل  صورت به OPHبا هم ادغام شده و بیان پروتئین 

 Saccharomyces cerevisiaeگیرد. سلولی صورت می

عامل زیستی  عنوان به مطلوبنیز یک میکروارگانیسم 

 Mulchandaniتشخیصی در حسگرهای زیستی است )

& Rajesh, 2011 این قارچ برای بیان ژن .)opd  از

و توانایی هیدرولیز پارا  .Flavobacterium spباکتری 

 Schofieldه است )شداوکسون دستکاری و مهندسی 

et al., 2007 در این پژوهش پروموترهای القایی .)

، و پروموترهای مربوط به gfpتوسط پارا اوکسون با ژن 

ادغام شدند. بنابراین  rfpهیدرولیز این ترکیب با ژن 

حسگر زیستی قارچی در تشخیص پارا  توانایی این

های اوکسون و هیدرولیز آن با القای بیان پروتئین

گزارشگر مختلف )به ترتیب پروتئین فلورسنت سبز و 

شناسی پیشرفت در زیست. قرمز( به اثبات رسیده است

نوترکیب راهی را برای  DNAآوری مولکولی و فن

ها و یا نیسمهای موجود در میکروارگابهبود فعالیت آنزیم

بیان یک پروتئین/ آنزیم خارجی در سلول میزبان فراهم 

 ازآنجاکه. (Mulchandani & Rajesh, 2011)کند می

های آلی فسفره کشزدایی آنزیمی باکتریایی آفتسم

های بسیاری در  است، بررسی مؤثرو  صرفه به مقرونروشی 

 Wu et al. (2001)این زمینه صورت گرفته است. 

کنار  در OPH وری پروتئینتولید و بهره افزایشور منظ به

نسخه  ، از دو(GFP)گزارشگر  پروتئین مزایای از استفاده

برای  gfp دنبال ژن پشت سر هم و به صورت به opd ژن

 ها آناند. نتایج پژوهش کرده استفاده سازی ژنهمسانه

تحقق این هدف و دستیابی به میزان پروتئین بالاتر را به 

 همچنان حاصل از این ادغام داشته و پروتئین دنبال

که دو  مقابل، هنگامی در. را داشته است فلورسنت توانایی

با دو منطقۀ اتصال ریبوزوم مستقل با یکدیگر  opdژن 

شده توسط ژن دیده  یانبادغام شد، افزایشی در محصول 

 .نشده است

 آلی فسفره هایکشآفت از استفاده افزایش

 باعث کشاورزی کنترل آفات در عصبی،سموم عنوان  به

 سمیت با رابطه در عمومی و محیطی یستز هاینگرانی

 در موجودات غیرهدف شده است ها ترکیب این

(Jabeen et al., 2014; Diez, 2010) .ها  این اثرگذاری

، اعتماد قابل ساده، هایروش نوآوری برای تقاضا نیاز و

 ۀتجزیو  صتشخی برای ینه راهز کم و حساس سریع،
. (Stoytcheva, 2010) سازدسموم آشکار می ةباقیماند

 و محیط در پایدار های کش آفت نقش از جوامع نگرانی

 مهم های موضوع از غذایی چرخۀ بهها  آن راهیابی

 این انجام ضرورت که است زیستمحیط بهداشت

 آشکار فسفره سمی های ترکیب تجزیۀ برای را پژوهش

 توالی هایکدون سازیبهینه ررسی،ب در این .سازندمی

برای بیان در باکتری  OPDرمزکنندة پروتئین 

Escherichia coli پروموتر کنترل انجام و سپس تحت 

lac، پروب-وکتور پروموتر یک در (pTH1705 )چهار با 

کلون شد.  ادغام الگوبرداری صورت به نشانگر، پروتئین

 صورت هبنشانه منجر به بیان پروتئین  حذف پپتید

 رود کهانتظار می شود.محلول در باکتری تراریخت می

ادغام شده با  opdکنندة ژن  که بیان باکتری، بتوان از این

 صورت بهتولید پروتئین  دو نشانگر پروتئینی است، برای

 استفاده کرد. های آلی فسفره ترکیب تجزیۀمنظور  بهانبوه 

 

 هامواد و روش
 سنتز ژن 

 .Flavobacterium spوط به باکتری مرب opdتوالی ژن 

ATCC27551  از پایگاه اطلاعاتیNCBI  دریافت و

توالی این ژن در  ،ها نشان دادبررسینتایج . شدبررسی 

های مختلف باکتریایی شباهت زیادی دارد. سپس گونه

های این ژن برای بیان در میزبان به دلیل اینکه کدون

های توالی اصلی ارجحیت نداشت، کدون E. coliبیانی 

افزار توسط نرم E. coliهای ترجیحی در با کدون

. شد( جایگزین https://eu.idtdna.com) IDTآنلاین 
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و  شدبررسی  دوبارهشده  سازیدر نهایت ژن بهینه

های باکتریایی آن با این ژن در سایر گونه یفیرد هم

افزار کاربردی از نرم یفیرد همانجام شد. برای انجام 

MegAlign افزاری جامع از پکیج نرمDNASTAR 

Lasergene Suite افزار و همچنین نرمMEGA 5 

حذف و  ۀ. سپس توالی رمزگذار پپتید نشانشداستفاده 

کدون آغاز،  عنوان بهسرین  یجا بهمتیونین  ۀاسیدآمین

این ژن  بالادستدر  lacو توالی پروموتر  شدجایگزین 

عد از آن این توالی شده قرار داده شد. ب سازی بهینه

برای انتخاب دو آنزیم برشی مناسب در ابتدا و انتهای 

افزار آنلاین مورد نظر، با استفاده از نرم ۀقطع

NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2 )

 ApaI بررسی و جایگاه فعالیت دو آنزیم محدودگر

ر ابتدای قطعه و جایگاه فعالیت دو آنزیم د  KpnIو

در انتهای آن قرار داده شد و  NsiIو  XhoI محدودگر 

-pUCIDTدر نهایت این توالی در وکتور حدواسط 

KAN  توسط شرکتIDT آمریکا سنتز متحدة یالاتا 

جفت باز  1157سنتزشده  ۀ. این قطعشد )ساخت(

 و وزن مولکولی یدآمینهاس 336طول داشت که با 

 کیلودالتون قابل تشخیص بود. 3/36

 

 pTH1705در وکتور  opdساب کلون کردن 

برای تکثیر پلازمیدی که قطعۀ سنتزشده در آن قرار 

 E. coliباکتری  XL1-blueو  DH5αداشت از دو استرین 

استفاده شد. سپس پلازمید با استفاده از کیت استخراج 

نندة محدودک دو آنزیم تخلیص شد و توسـط 1پلازمید

ApaI و XhoI 1157شـد. قطعـۀ هدف )با طول  بریـده 

درصد برش داده شد و در 1جفت باز( از روی ژل آگاروز 

توسط دو آنزیم  pTH1705ة وکتور  شد دادهجایگاه برش 

ApaI و XhoI  تصویر شماتیکی از  2وارد شد. در شکل

سنتزشده،  opdمراحل مختلف ساب کلونینگ قطعۀ ژنی 

وکتوری  شود. سازةمشاهده می pTH1705در وکتور 

به دست آمد، از طریق  ترتیـب بـدین کـه جدیدی

 XL1-blueو  DH5αترانسفورماسیون به دو استرین 

lacI)استرین دارای ژن 
Q باکتری )E. coli  .منتقل شد

در این  آمده دست بههای فهرستی از پلازمیدها و استرین

                                                                               
1. Mini Plasmid Prep Kit 

آن آنالیز آورده شده است. پس از  1پژوهش در جدول 

تصادفی  صورت بهلایگیشن انجام گرفت و چهار کلنی 

انتخاب و پس از کشت و استخراج پلازمید و برش توسط 

 انجام شد. XhoI و ApaIمحدودکنندة  دو آنزیم

 

 بررسی منحنی رشد باکتری

سازة باکتریایی  جمعیت رشد بررسیمنظور  به

 نعنوا بهیر دیازینون تأثو نیز بررسی آمده  دست به

 رشد پویایی باکتری، آلایندة فسفره روی رشد سلول

ارزیابی شد. این بررسی در محیط  زمان در باکتری

 M9( و محیط کشت معدنی (LBکشت لوریا برتانی 

گرم  KH2PO4 (3 گرم در لیترNa2HPO4 (6 ،))شامل: 

گرم  NH4Cl (1گرم در لیترNaCl (5/0  ،)در لیتر(، 

 MgSO4 (1ژن، منبع نیترو عنوان بهدر لیتر( 

 ZnCl2 (1/0مولار(،  میلی 1/0) CaCl2مولار(،  میلی

 عنوان بهمولار(  میلی 20مانیتول )-مولار( و دی میلی

گرم در میلی 50و  10، 0منبع کربن( در سه غلظت 

لیتر دیازینون انجام شد. در این بررسی از دیازینون 

-میلی 1000درصد استفاده شد و استوک 95تکنیکال 

لیتر آن تهیه و با استفاده از فیلترهای سر گرم در 

 برای میکرونی خالص شد. همچنین 22/0سرنگی 

 از lac پروموتر کنترل تحت opdژن  بیان القای
2
IPTG برای این  .شد استفاده مولارمیلی 1 غلظت با

-V0 (E. coli DH5α- pTH1705بررسی از استرین 

opd
بررسی استرین شاهد استفاده شد. در  عنوان به (-

محیط  ساعتۀ هر استرین در 16منحنی رشد، از کشت 

اولیه  OD600شد تا  تلقیح استریل، مقداری کشت مایع

در دمای  مطلوب رشد شرایط سپس در رسید و 1/0به 

بدین . شد انکوبه rpm 200درجۀ سلسیوس و دور  37

 اجزای محیط کرده از استفاده به شروع ترتیب باکتری

پس از . یافت خواهد آن افزایش لیسلو تودة و اندازه و

باکتری هر دو ساعت  رشد آن برای بررسی پویایی

 نور نوری مربوط به مقدار چگالی یا کدورت بار یک

 باکتریایی با استفاده از سوسپانسیون توسطشده  جذب

 600 موج طولدر  سنج نوری( اسپکتروفتومتر )طیف

 . شد یریگ اندازهنانومتر 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                               
2.‌Isopropyl β-D-thiogalactopyranoside 

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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 پژوهششده در این  های استفاده. پلازمیدها و استرین1جدول 
Table 1. Plasmids and strains used in this study 

Reference Features plasmids 
This study pUC with pMB1 origin, Kmr,  pUCIDT-opd+ 

Cowie et al., 

2006 

pTH1522 derivative with multiple cloning sites inserted at the position of the XhoI site and four 

reporter genes, Gmr 
pTH1705 

This study pTH1705 with 1157 bp optimized opd inserted into ApaI/XhoI restriction sites, Gmr  pVHN1100 

Reference Genotype Strains 
Lab collection F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-

argF)U169, hsdR17(rK
–mK

+), λ– 
E. coli DH5α 

Lab collection recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F′proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] E. coli XL1-

blue 
This study DH5α (pTH1705), Gmr V0 

This study XL1-blue (pTH1705), Gmr V01 

This study DH5α (pUCIDT-opd+), Kmr V100 
This study XL1-blue  (pUCIDT-opd+), Kmr, Tetr V101 

This study XL1-blue (pVHN1100), Gmr, Tetr V102 

This study DH5α (pVHN1100), Gmr V103 

 

 باکتریایی تولیدشده ۀسنجش عملکرد ساز

 ةپس از کلونینگ و بررسی منحنی رشد ساز

های آلی کشکه توانایی هیدرولیز آفت آمده دست به

 باکتری عملکرد سنجش ، برایشتفسفره را دا

از ( in trans صورت به) opd ژن ةکنند بیان تراریخت

 M9 معدنی کشت محیط نظر توانایی هیدرولیز، از

گرم در لیتر دیازینون میلی 50و  10 غلظت حاوی

 تراریخت اکتریب و شد استفاده فسفره ةآلایند عنوان به

 القای بیان ژن شد و همچنین برای داده کشت آن در

 .شداستفاده  IPTGاز 

 

 گالاکتوزیداز-سنجش  کمی فعالیت آنزیم بتا

 60 اضافه کردن گالاکتوزیداز با-فعالیت آنزیم بتا

 240باکتری به  ۀساعت 16میکرولیتر از محیط کشت 

 مولارمیلی 60شامل: )Z میکرولیتر بافر 

Na2HPO4·7H2O ،40 مولار میلیNaH2PO4 ،10 

درصد MgSO4 ،0125/0مولار میلیKCl ،1مولار میلی

SDS ،40 8/0مرکاپتواتانول حاوی  -مولار بتامیلی 

-دی-نیترو فنیل بتا-2لیترگرم بر میلیمیلی

گیری شد سوبسترا( اندازه عنوان به گالاکتوپیرانوزید

(Cowie et al., 2006سپس مخلوط واکنش .)  در

و پس از آن  شددمای اتاق به مدت یک ساعت انکوبه 

 Na2CO3مولار  1میکرولیتر محلول  300با افزودن 

و جذب محصول  شدواکنش آنزیم و سوبسترا متوقف 

شد.  گیریاندازهنانومتر  420 موج طولتولیدشده در 

لازم به ذکر است از محیط کشتی که هیچ تلقیح 

 شاهد ۀنمون عنوان بهبود  باکتریایی در آن انجام نگرفته

 معادلۀفعالیت ویژه نیز از  ۀ. برای محاسبشداستفاده 

 :شدزیر استفاده 

فعالیت ویژه   (U/mg) = 

(1000× OD420) / ((min) زمان   × OD600 × (ml) 

 (حجم محیط کشت در مخلوط واکنش

 

 کروماتوگرافی مایع به تزریق برای نمونه یساز آماده 

میکروبی نوترکیب  ةلوب سازبرای بررسی عملکرد مط

گیری میزان آلاینده در نمونه توسط تولیدشده، اندازه

روش  عنوان بهکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا نیز 

کشت  طیمحاستاندارد انجام گرفت. برای این کار 

گرم در لیتر دیازینون میلی 10غلظت  یحاو یمعدن

تهیه و باکتری نوترکیب در آن کشت شد. سپس 

کیب سمی باقیمانده در محیط استخراج و نمونه تر

گیری میزان دیازینون به دستگاه برای اندازه

 (Shimadzu, LC9A)کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

از محیط  کشآفت . برای استخراج باقیماندةشدق تزری

 Cullington & Walkerکشت باکتری از روش 

لیتر از یلیم 1. بدین ترتیب که شداستفاده  (1999)

استات با لیتر اتیلمیلی 2محیط کشت باکتری با 

مخلوط شد. با این کار  یخوب بهاستفاده از ورتکس 

. پس از شوداستات وارد میترکیب سمی به اتیل

همان  درواقعفیوژ این مخلوط، فاز رونشین که یسانتر

کامل با  طور بهو این حلال  شدجدا  ،استاستات اتیل

 1 درنگ یبازت تبخیر شد. سپس  کمک جریان گاز

 ةو باقیماند شدآزمایش اضافه  ۀلیتر متانول به لولمیلی

در جدار لوله در متانول محلول و موجود دیازینون 
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-Cتزریق شد. ستون مورد استفاده در دستگاه،  ةآماد

 30:70و آب )به نسبت  لیتریاستونو فاز متحرک  18

ه برای مورد استفاد موج طولبود.  (حجمی/حجمی

 5/1 فاز متحرک سرعتو  نانومتر 254 آشکارساز

 سلسیوس ۀدرج 40دمای ستون  و قهیدر دق ترلییلیم

 . برای رسم منحنی استاندارد )خطشدتنظیم 

خط  ۀکالیبراسیون( دیازینون و به دست آوردن معادل

ها، و کش در نمونه میزان غلظت آفت ۀمحاسب برای

ری دیازینون ابتدا همچنین به دست آوردن زمان بازدا

 60و  40، 20، 10، 5، 1های چند محلول با غلظت

گرم در لیتر دیازینون در متانول تهیه و به میلی

میکرولیتر، به دستگاه تزریق شد. میزان  20مقدار

زمان  ۀها از طریق مقایس موجود در نمونه  کش آفت

در  آمده دست بههای  بازداری و سطح زیر پیک

از نمونه با کروماتوگرام حاصل از  کروماتوگرام حاصل

های استاندارد انجام شد و غلظت  تزریق محلول

کش دیازینون با استفاده از مقدار عددی سطح زیر  آفت

 آمده دست بهخط  لۀپیک هر نمونه و با استفاده از معاد

 از منحنی استاندارد  محاسبه شد.

انجام و دقت  درستیبرای حصول اطمینان از 

کش از محیط کشت باکتری، آفت استخراجروش 

به دلایل مختلفی  ازآنجاکهدرصد بازیابی تعیین شد. 

های مزاحم و یا وجود مقداری آب  مانند وجود ترکیب

کش در محیط کشت، صد در صد باقیماندة آفت

شود، برای  موجود در محیط کشت استخراج نمی

های جدید  کش از محیط آبی در روش استخراج آفت

عملیات روی  د که پیش از انجامشو توصیه می

انجام پذیرد.  1های اصلی، ابتدا آزمایش بازیابی نمونه

 یساز خالصمراحل استخراج و  همۀکه  صورت ینبد

ای که غلظت روش مورد نظر، روی نمونه با دقت به

انجام و در  استکش موجود در آن مشخص  آفت

 با ترتیب ینا بهشود.  شرایط یکسان به دستگاه تزریق 

به محیط کشت و  شده اضافهکش  توجه به غلظت آفت

توسط دستگاه، درصد بازیابی روش  آمده دست بهغلظت 

 آمد.  به دستزیر  ۀاستخراج با استفاده از رابط

 

                                                                               
1.‌Recovery 

 = درصد بازیابی
 

100 × 
 شده در نمونه آلودهگیریکش اندازهمقدار آفت

شده در نمونه + مقدار گیریکش اندازهمقدار آفت

 شدهکش اضافهآفت

 

 الکتروفورز 

در این آزمایش هدف تعیین بیان موفق آنزیم 

با استفاده از  V103ارگانوفسفروس هیدرولاز در استرین 

-SDSالکتروفورز بود. بدین منظور از الکتروفورز احیایی )

PAGE استفاده شد. برای به دست آوردن عصارة )

 V0و  V103ساعت از استرین  16آنزیمی ابتدا کشت 

دقیقه در  15تهیه شد. پس از انجام سانترفیوژ به مدت 

، رسوب باکتریایی با استفاده از محلول g ×4000دور 

NaCl 85/0لیتر میلی 5وشو داده شد و در درصد شست

حل شد. سپس این  HCl-مولار تریسمیلی 50بافر 

درجۀ  4دقیقه در شرایط دمایی  20محلول به مدت 

ونیک سونیکه شد. بدین سلسیوس در حمام اولتراس

تخریب  باعثبالا  کانسامواج الکتریکی با فرترتیب 

و پروتئین درون بافر آزاد  شودمیهای سلول دیواره

شود. سپس بقایای سلولی از طریق انجام سانترفیوژ در ‌می

حذف و  g  ×16000درجۀ سلسیوس و در دور 4دمای 

 45/0محلول رونشین با استفاده از فیلترهای سر سرنگی 

میکرولیتر از  24سلولز تخلیص شد.  استات میکرون

میکرولیتر  6با  V103و  V0عصارة آنزیمی دو استرین 

میلی مولار  5/1لیتر بافر میلی 2بافر نمونه )متشکل از: 

لیتر میلی pH 8/6  ،5اسید کلریدریک با -تریس

مرکاپتواتانول و -لیتر بتامیلی SDS ،5/2گرم  1گلیسرول، 

صد بروموفنول بلو( مخلوط شد و نمونۀ در 01/0

درصد(  5کننده ) های ژل متراکم در چاهک آمده دست به

ولت، عصارة آنزیمی  85لود شد. پس از برقراری جریان 

درصد برای جداسازی، به 5/12در طول ژل جداکنندة 

حرکت  در آمد. بعد از پایان الکتروفورز و جداسازی ژل از 

: 50آب ) -استیک اسید -نولها، ژل در محلول متاشیشه

در  R-250کوماسی بلو  (w/v)درصد  1( حاوی 40: 10

یزی شد. در آم رنگساعت روی شیکر  4 زمان مدت

شده طی چند مرحله با محلول  مرحلۀ بعد ژل رنگ

( شستشو داده 85: 5: 10آب ) -استیک اسید -متانول

بری صورت گیرد. بعد از پایان رنگ بری شد تا رنگ
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رنگ ژل نمایان شد. که  یآبینۀ درزمتیرة پپتید باندهای 

تصویر دیجیتالی آن با استفاده از دستگاه ژل داک گرفته 

 شد.

 

 نتایج و بحث

های آلی فسفره  کنندة ترکیب در این پژوهش ژن تجزیه

(opd) شده برای بیان در باکتری  ینهبهE. coli  برای این

ای ههدف استفاده شده است. این پروتئین در گونه

یکسانی  به نسبتمختلف باکتریایی توالی آمینواسیدی 

های متعدد با استفاده های مختلفی در زمینه دارد. بررسی

های باکتریایی صورت گرفته که توالی در گونه opdاز ژن 

های اطلاعاتی ارائه نوکلئوتیدی این ژن را در پایگاه

مشخص است نتایج  1که در شکل  گونه هماناند.  کرده

از ژن سنتزشده، با توالی  آمده دست بهترازی پروتئین هم

های مختلف باکتریایی که از سایر این پروتئین در گونه

دهد است نشان می آمده دست بهها ها و پژوهش بررسی

یکسان و مشابهی  به نسبتها توالی که این پروتئین

جفت باز( پس از برش از  1157دارند. این قطعۀ ژنی )

pUCIDT-opdوکتور 
جفت باز(، به وکتور  4566) +

pTH1705   برش داده شده منتقل شد و کانستراکت

pVHN1100
 .(2)شکل  به دست آمد 

وجود چهار مارکر  pTH1705دلیل انتخاب وکتور 

پروتئینی برای بررسی بیان ژن منقل شده در آن 

از  آمده دست بهاست. این پلازمید در واقع یک مشتق 

است که نقشۀ آن در شکل  pTH1522وکتور گزارشگر 

 آورده شده است.  3

که در نقشۀ این پلازمید مشاهده  گونه همان

gfpهای گزارشگر شود ژن می
+، lacZ ،gusA  و

tdimer2(12)  در این وکتور وجود دارند. دو ژن

و ژن (GFP) رمزکنندة پروتئین فلورسنت سبز 

ت آنزیمی که فعالی عنوان بهگالاکتوزیداز -رمزکنندة بتا

gfpگیری است )ی قابل اندازهآسان بهآن 
از  lacZ) و +

شوند. جهت رونویسی می در یک XhoIمحل کلونینگ 

دو ژن گزارشگر دیگر  XhoIدر سمت دیگر جایگاه 

gusA) و (tdimer2 (12)  قرار دارند که رمزکنندة آنزیم

گلوکرونیداز و پروتئین فلورسنت قرمز هستند و در -بتا

gfpجهت مخالف دو ژن 
شوند. رونویسی میlacZ  و +

بیوتیک  این پلازمید حامل ژن مقاومت به آنتی

( است. کدون پایان aacC4)پادزیست( جنتامایسین )

هر سه قالب خواندن، در بالادست  صورت بهترجمه نیز 

 XhoIنخستین ژن گزارشگر هر یک از طرفین جایگاه 

 وجود دارد.

 

 
 های باکتریاییاز سایر گونه آمده دست بههای سنتزشده با توالی opdصل از ژن ترازی پروتئین حا. نتیجۀ هم1شکل 

Figure 1. Sequence alignment of OPD from different bacterial species 
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 pTH1705سنتزشده در وکتور  opdکلونینگ قطعۀ ژنی . تصویر شماتیک ساب2شکل 

Figure 2. Schematic image of opd subcloning to pTH1705 vector 

 

 
های کلونینگ جایگاه XhoIاز این پلازمید مشتق شده است و در جایگاه  pTH1705. پلازمید pTH1522وکتور  ۀ ژنینقش .3 شکل

-gfp+--BglII-SwaI-KpnI-SphI-NotI-SphI-NsiI: صورت به pTH1705های کلونینگ چندگانه برای چندگانه دارد. این جایگاه

ApaI-PacI-XhoI--gus A  هستند(Cowie et al., 2006) 
Figure 3. Plasmid pTH1522, with reporter genes shown as divergent operons from the XhoI cloning site. Multiple 

restriction enzyme sites inserted in pTH1705 as the pTH1522 derivative, is: gfp+--BglII-SwaI-KpnI-SphI-NotI-SphI-

NsiI-ApaI-PacI-XhoI--gus A (Cowie et al., 2006) 

 

 رشد رسم نمودار با توانمی باکتری را رشد پویایی

 سلول تعداد لگاریتم یا و زمان مقابل در( جذب) سلول

منحنی رشد باکتری برای . کرد بررسی زمان مقابل در

V103 (E. coli DH5α-pTH1705-opdاسترین 
و  (+

V0 (E. coli DH5α- pTH1705-opdاسترین 
-) 

که در  گونه همان. شد بررسیاسترین شاهد  عنوان به

وجود و  LBمشخص است در محیط کشت  b-4شکل 

 V103کمی بر رشد استرین  یرتأثود دیازینون نبیا 

داشته است زیرا این محیط غنی از مواد غذایی لازم 

. اما رشد این استرین در استبرای رشد باکتری 

که حداقل منابع غذایی برای رشد  M9محیط معدنی 

گرم در لیتر میلی 50، در حضور غلظت دباکتری را دار
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قرار گرفته است  یرتأثتحت  شدت بهدیازینون 

گرم در لیتر این ترکیب میلی 10غلظت  که یدرحال

 opdزیادی بر رشد این استرین حاوی ژن  یرتأثفسفره 

 وانعن به V0(. رشد استرین d-4نداشته است )شکل 

E. coli DH5α- pTH1705-opd)استرین شاهد 
در  (-

گرم میلی 50در حضور غلظت  LBمحیط کشت غنی 

قرار گرفته است  یرتأثتحت  شدت بهدر لیتر دیازینون 

که  M9در محیط معدنی  که یدرحال (،a-4)شکل 

منابع غذایی کاملی در اختیار باکتری نبوده و از طرفی 

در این استرین وجود  دیازینون هم ةکنند ژن تجزیه

گرم میلی 10نداشته، حضور دیازینون حتی در غلظت 

چشمگیری روی رشد این استرین داشته  یرتأثدر لیتر 

 ۀو مقایس ها بررسی یطورکل به(. c-4است )شکل 

دهد که های رشد این دو استرین نشان میمنحنی

گرم در لیتر دیازینون دز مناسبی برای میلی 50غلظت 

رشد  شدت بهها نیست زیرا عدی آزمایشمراحل ب

در  یرتأثقرار داده است و این  یرتأثباکتری را تحت 

که برای باکتری از نظر غذایی  M9محیط معدنی 

بوده است.  تر واضحمحدودیت وجود دارد چشمگیرتر و 

 10از این مرحله غلظت  آمده دست بهبر نتایج بنا

آلی فسفره  ةیندآلا عنوان بهدر لیتر دیازینون  گرم میلی

 . شدها انتخاب برای مراحل بعدی آزمایش
 

 
 

 LBدر دو محیط کشت   V103(+DH5α- pTH1705-opd)و  V0 (+DH5α- pTH1705-opd)منحنی رشد دو استرین  .4شکل 

(A  وB و )M9 (C  وD حاوی سه غلظت )در لیتر دیازینون گرم یلیم 50و  10، 0 
Figure 4. Growth curve of V0 (DH5α- pTH1705-opd+) and V103 (DH5α- pTH1705-opd+) strains in LB (A and B) 

and M9 minimal medium (C and D) containing 0, 10 and 50 mg/L diazinon 
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 پروب-پروموترشد وکتور  بیانکه  گونه همان

pTH1705  توالیکه  داردچهار مارکر پروتئینی 

 کنترل تحت ،OPDپروتئین  ةنوکلئوتیدی رمزکنند

کلون  ادغام الگوبرداری صورت به آن در ،lac پروموتر

ه است. این بدان معناست که پس از القای بیان ژن شد

دو مارکر پروتئینی  IPTGبا  lac پروموترتحت کنترل 

آن یعنی پروتئین فلورسنت سبز و  دست یینپا

ز بیان خواهند شد. بنابراین گالاکتوزیداز نی-پروتئین بتا

توان از بیان ژن گیری این دو پروتئین میبا اندازه

شده توسط این وکتور به استرین باکتریایی  منتقل

 lacZژن  اد. بتا گالاکتوزیدار که ببه دست آور اطمینان

شود، یک پروتئین بزرگ رمزگذاری می lacاز اپرون 

 120دل و با وزنی معا یدآمینهاس 1024متشکل از 

دهد. این کیلودالتون است که یک تترامر را تشکیل می

شکند و به گلوکز و آنزیم در سلول لاکتوز را می

منابع کربن )انرژی( استفاده  عنوان بهگالاکتوز، که 

 -کند. ترکیب مصنوعی اوند، تبدیل میشومی

 عنوان بهنیز  (ONPG)گالاکتوزید  -دی -بتا-نیتروفنیل

شود که به گالاکتوز و یم شناخته میسوبسترای این آنز

است، شکسته  زردرنگنیتروفنل که ترکیبی  -او

گیری این آنزیم را در دو نتایج اندازه 5. شکل شود می

نشان  (استرین شاهد عنوان به) V0و  V103استرین 

فعالیت ویژه )فعالیت آنزیم  پایۀدهد. این نمودار بر می

 استو مشخص  گرم پروتئین( رسم شده استدر میلی

ا رفت تکه انتظار می گونه همان V0که در استرین 

 شودهیچ فعالیت آنزیمی مشاهده نمی حدودی

میزان فعالیت آنزیم بتا  V103در استرین  که یدرحال

قابل توجهی  طور به lacZگالاکتوزیداز و بیان ژن 

 lacZهای بالادست بالاست، که این نمایانگر بیان ژن

 .است، بوده lac پروموترل که همگی تحت کنتر

برای سنجش عملکرد باکتری نوترکیب ایجادشده 

ترکیب فسفره، از  عنوان بهدیازینون  ۀدر تجزی

. در شکل شدکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا استفاده 

خط  ۀمنحنی استاندارد دیازینون و معادل 6

ة این ترکیب برای تعیین غلطت باقیماند آمده دست به

کروماتوگرافی مایع با . شودها مشاهده میدر نمونه

 ةگیری باقیماند کارایی بالا کاربرد وسیعی در اندازه

 پیدا کرده است.  هاکشآفت

 

 
 V103 (+DH5α- pTH1705-opd)و  V0 (-DH5α- pTH1705-opd)گالاکتوزیداز در دو استرین -بتا آنزیم کمیّ . سنجش5شکل 

Figure 5. Quantitative measurement of β-galactosidase activity in V0 and V103 strains 

 

 
 دیازینون کش آفت استاندارد منحنی .6شکل 

Figure 6. Calibration curve of diazinon 
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بدون تلقیح باکتری( حاوی محیط کشت شاهد ) (A)از  شده استخراجهای حاصل از تزریق باقیماندة دیازینون . کروماتوگرام7شکل 

محیط  (C)گرم در لیتر دیازینون، میلی 50حاوی غلظت  V103محیط کشت استرین  (B)گرم در لیتر دیازینون، میلی 50غلظت 

 حاوی غلظت V103محیط کشت استرین  (D)گرم در لیتر دیازینون، میلی 10کشت شاهد )بدون تلقیح باکتری( حاوی غلظت 

 ساعت 24دیازینون، پس از  در لیترگرم میلی 10
Figure 7. Chromatograms obtained from injection of diazinon residues extracted from (A) control medium (without 

bacterial inoculation) containing 50 mg/L of diazinon, (B) V103 medium containing 50 mg/L of diazinon, (C) control 

media (without bacterial inoculation) containing 10 mg/L of diazinon, (D) V103 medium containing 10 mg/L of 

diazinon, after 24 hours 

 

 
(. Bر لیتر )گرم د یلیم 50( و A) 10های اولیۀ در غلظت SE ±های مختلف میانگین تجزیۀ دیازینون توسط استرین .8شکل 

 .استدار دهندة تفاوت معنیهای متفاوت نشان درصد انجام گرفت و حرف 5آزمون دانکن در سطح  از استفاده با ها میانگین مقایسۀ
Figure 8. Diazinon degradation by different strains ±SE at 10 (A) and 50 (B) mg/L initial concentrations. 

Comparisons were done using Duncan's test at 0.05 level and different letters indicate significant difference 

 

 ،نتایج حاصل از تعیین درصد بازیابی نشان داد

سازی دیازینون از محیط  روش جداسازی و خالص

کشت تا حد بالایی صحیح صورت گرفته و این روش 

ستخراج برای ا عاملیک روش مناسب بوده است. این 

درصد به  4/98دیازینون از نمونه برابر با  ةباقیماند

دست آمد که مقدار قابل قبولی است و روش مورد 

این نتایج از  دهد.استفاده را قابل اعتماد نشان می

مقایسۀ سطح زیر پیک مربوط به دیازینون در نمونۀ 

شده از محیط کشت با  استاندارد و نمونۀ استخراج

 7خص به دست آمد. در شکل غلظت دیازینون مش

های حاصل از تزریق دیازینون باقیمانده کروماتوگرام

شاهد )بدون تلقیح باکتری( و استرین  در محیط کشت
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V103  نشان داده شده است. دیازینون باقیمانده در

ساعت استخراج شد و  24محیط کشت باکتری پس از 

در این شکل میزان کاهش غلظت دیازینون و 

 V103م حاصل تنها در مورد استرین کروماتوگرا

نتایج حاصل از  8در شکل نمایش داده شده است. 

گیری دیازینون باقیمانده در محیط کشت هر اندازه

ساعت با استفاده از کروماتوگرافی  24استرین پس از 

شود در این کروماتوگرام مایع با کارایی بالا مشاهده می

دیازینون در  ۀمیزان تجزی ةدهند نشان controlستون 

 ساعت است. در واقع 24اثر هیدرولیز آبی در طول 

سم، این مقدار  یخود خودبههیدرولیز  بررسی منظور به

دیازینون از محیط کشتی جداسازی شده است که 

هیچ سلول باکتری در آن تلقیح نشده و فقط دیازینون 

میزان تجزیه  V0در آن وجود داشته است. ستون 

 استکننده  که فاقد ژن تجزیه DH5αتوسط استرین 

و  V103و  V100استرین شاهد برای  عنوان بهرا 

میزان تجزیه توسط استرین  V10همچنین ستون 

XL1-blue (opd
استرین شاهد برای  عنوان به( را -

V101  وV102 که مشاهده  گونه هماندهند. نشان می

 ها آندر  کشآفت تفاوت در میزان تجزیۀ شودمی

 ۀت. میزان تجزیه در دو غلظت اولیدار اسمعنی

میانگین در غلظت  طور بهو  شدگیری دیازینون اندازه

درصد از دیازینون، و در  34گرم در لیتر میلی 10 ۀاولی

 40متوسط  طور بهگرم در لیتر میلی 50 ۀغلظت اولی

درصد از این ترکیب فسفره  توسط هر یک از چهار 

ه شدتجزیه  ساعت 24پس از  opdاسترین حاوی ژن 

است. وجود اختلاف در میزان تجزیه توسط دو استرین 

کننده،  شاهد و چهار استرین حاوی ژن تجزیه

 . است OPDبیان ژن و عملکرد پروتئین  ةدهند نشان

 

 الکتروفورز پروتئین

بیان موفق  ییدتأکه اشاره شد، با هدف  گونه همان

روفورز از روش الکت V103در استرین  OPDپروتئین 

در واقع الکتروفورز برای جداسازی و ستفاده شد. ا

از  آمده دست بهپروتئینی  ةها در عصارپروتئین ۀمقایس

)دارای ژن  V103( و opd)فاقد ژن  V0دو استرین 

opd )آمیزی تصویر ژل رنگ 9گرفته شد. شکل  به کار

که  طور هماندهد و شده با کوماسی بلو را نشان می

کیلو دالتونی  35باند  ۀناحی شود، در حدودمشاهده می

باند ضعیفی مشاهده  V103پروتئینی  ۀمارکر، در نمون

شود. این باند در دیده نمی V0 ۀکه در نمون شودمی

 336که با  است OPDواقع مربوط به پروتئین 

کیلودالتون را دارد.  3/36، وزن مولکولی یدآمینهاس

ین دلیل ضعیف بودن این باند به این دلیل است که ا

است و این  شدکلون  lacپروتئین تحت پروموتر 

یک پروموتر  T7 باکتریوفاژیپروموتر مانند پروموتر 

قوی و فعال با عملکرد بیانی بسیار بالا نیست. از طرفی 

نیز جزو وکتورهای  (pTH1705)وکتور مورد استفاده 

شود. نمی یبند طبقه 1بالا های تکثیرینسخه با تعداد

باند  ۀشود در حدود ناحیدیده می که طور هماناما 

 V103پروتئینی  ۀکیلو دالتونی مارکر، در نمون 100

که در  شودباندی با وضوح و شدت بالا مشاهده می

شود. این باند در بسیار ضعیف دیده می V0 ۀنمون

 lacZحقیقت مربوط به پروتئین حاصل از بیان ژن 

دنبال قرار گرفته و به  opdژن  دست یینپاکه در  است

 .شودآن بیان می

 

 
 پروتئینی حاصل از دو استرین . الکتروفورز عصارة9شکل 

(DH5α- pTH1705-opd- )V0  و 

(DH5α- pTH1705-opd+) V103  
Figure 9. Gel electrophoresis of extracted protein 

from two strains V0 (DH5α-pTH1705-opd-) and 

V103 (DH5α-pTH1705-opd +) 

                                                                               
1. High-copy number‌ 
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زیست توسط ها در محیطکششت آفتسرنو

فرآیندهای بیولوژیک، شیمیایی و فیزیکی مختلفی که 

یر قرار تأثکند، تحت  را تعیین می ها آنپایداری و تحرک 

ها از طریق جذب شدن به  کش گیرد. بعضی از آفت می

مانند،  ذرات خاک یا مواد آلی موجود در خاک پایدار می

و  آبخاک وارد جریان  بعضی دیگر از راه هوا یا ذرات

شوند و بالاخره بعضی هم توسط  پخش می

شدن به  یلتبدها، متابولیزه شده و یا با  میکروارگانیسم

-Talebi) شوند تر وارد چرخۀ غذایی می مواد سمی

Jahromi, 2008)ها به داخل بدن  . وارد شدن این ترکیب

منجر به اثر  ها آنموجودات از جمله انسان و تجمع 

 در زیادی که هاینگرانی به شود. نظر یری میناپذ جبران

های آلی فسفره وجود دارد، بررسی و  ترکیب سمیت مورد

از طرفی  نوآورانه های جدید وو روش یری ابزارکارگ به

برای تشخیص و شناسایی سریع و از طرف دیگر برای 

های سمی  این گروه از ترکیب تجزیه و کاهش سمیت

 نیاز است. ضروری و مورد  شدت به

های مهندسی ژنتیک استفاده از میکروارگانیسم

آلی را تجزیه  ةفسفر های ترکیبتوانند شده که می

ش باقیماندة این برای کاه مؤثرکنند، یک راه 

 ازآنجاکهزیست خواهد بود. در محیط ها ترکیب

 یراحت بهتوان طبیعی را نمی هیدرولاز ارگانوفسفروس

نوترکیب،  DNAوژی تکنول ۀبه دست آورد، توسع

ای است که برای تولید یک  رویکرد امیدوارکننده

شده که قادر به بیان این  میکروارگانیسم مهندسی

(. Li et al., 2014پروتئین باشد، مناسب خواهد بود )

بسیاری  ةهای مهندسی )دستکاری(شدمیکروارگانیسم

برای بیان یک پروتئین نوترکیب که عملکردهای 

نوترکیب  DNAا استفاده از تکنولوژی متنوعی دارد، ب

 Rowland et (.Wang et al., 2011ساخته شده است )

al. (1991) فسفوتری استراز بیان بالایی از سطح 

 ۀدر نتیج Streptomyces lividansرا در  نوترکیب

 پروتئین ترشحی یک سیستم در mpdB کلونینگ ژن

 هب اند و این بررسی را برای دستیابیگزارش کرده

دانند. در آینده جالب توجه می MPH بالای سطح

سازی ژن، دستکاری سنتز هدف عمومی همسانه

تولید یک پروتئین در مقادیر زیاد،  منظور بهپروتئین 

تغییر ساختار و عملکرد پروتئین )از طریق دستورزی 

 ,Wong) ژن مربوطه(، و تغییر مسیرهای زیستی است

ز طریق . دستکاری مسیرهای زیستی ا(2006

جلوگیری از تولید یک آنزیم، و یا تولید یک آنزیم 

شود. از طریق وارد کردن یک ژن خارجی میسر می

زنده، که منجر به تولید  خارجی در موجود

توان عملکردهای شود، میجدیدی می های پروتئین

که پیش از این در آن موجود  کردجدیدی را ایجاد 

 . بیان(Wong, 2006)زنده وجود نداشته است 

 در سلولی داخل صورت بهارگانوفسفروس هیدرولاز 

 به تواندمی Escherichia coli های بیانیسیستم

منجر  وسیع مقیاس در زدایی سم فرآیندهای ۀتوسع

 بالاتری مقادیر از این طریق پروتئین در زیرا شود

 & Chen) شودبیان می اصلی هایمیزبان به نسبت

Mulchandani, 1998). OPH در  شده یانب نوترکیب

بالا و  و فعالیت عملکرد به توجه با ،بررسیاین 

 تواند انتخاببیوشیمیایی خوب خود، می های ویژگی

 های فسفره، وتولید انبوه و حذف آلاینده برای خوبی

 و تشخیص حسگرها زیستهمچنین کاربرد در 

 .آینده محسوب شود در فسفره های ترکیب مستقیم

یایی نه تنها برای بیان در باکتر opdکاربرد 

های مختلف بررسی شده بلکه در میکروارگانیسم

های متنوعی برای استفاده از این های اخیر استراتژی سال

ژن به کار گرفته شده است. برای مثال محققان چینی در 

 تحت opdژن  برای بیانی های اخیر یک کاستسال

 آن را به میوة سپس طراحی و E8 کنترل پروموتر

 آمیزی از رنگ ها آن .منتقل کردند فرنگی گوجه

β-گلوکورونیداز (GUS)، پلیمراز  ایزنجیره واکنش

 واکنش وموج  طول اسکن ،(RT-PCR) معکوس رونویسی

 توانایی هیدرولیز و opd ژن بیان بررسی برای فلورسنت

تحقیقات  نتایج. استفاده کردند ی،فرنگ گوجه در کومافوس

 OPHکنندة  بیان یفرنگ گوجه این دهد،می آنان نشان

 ها آنحداکثر فعالیت هیدرولیز کومافوس را دارد. 

توان بر پرورش و  معتقدند که با استفاده از این نتایج می

تولید گیاهان تراریختی تمرکز کرد که نه تنها 

کش را دارد، های آفت تجزیۀ ترکیب محصولشان توانایی

در مزارع ندارند  آفات کنترل بر منفی یرتأث هیچ بلکه

(Zhao & Zhao, 2009)با جدیدی . در دهۀ اخیر راهکار 

 زداییدو ژن برای سم بیان وکتور برای یک از استفاده
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 ,.Lan et al) بررسی شده است مختلف هایکشآفت

 ارگانوفسفروس هدف ژن دو در این بررسی .(2006

کربوکسیل  و .Flavobacterium sp از( opd) هیدرولاز

برای بیان همزمان در  Culex pipiens از B1 (b1) استراز

 E. coli BL-21شد و استرین  کلون pETDuetوکتور 

(DE3) میزبان بیان استفاده شده است. بدین  عنوان به

دو  تولید به یی قادرتنها بهترتیب این میکروارگانیسم 

 و 35 تقریبی مولکولی وزن با ترتیب به B1 و OPH آنزیم

های آلی فسفره و کشتجزیۀ آفت ، برایدالتون کیلو 65

 متعددی برای OPH تولیدکنندة های بود. سویه کاربامات

 های فسفره به کار گرفته شدهآلاینده 1تصفیۀ زیستی

خود از  در بررسی Mulchandani et al. (1999) .است

کننده با عنوان یک  باکتری نوترکیب تجزیه

د استفاده از سلول کنند و معتقدنکاتالیزور یاد می زیست

کامل و تکنولوژی تثبیت سلول، راه را برای توسعۀ 

زدایی از هزینه در سمساده، کارا و کم های روش

 کند. های فسفره هموار می ترکیب

 گیری کلینتیجه

 کارآمد و پایدار پژوهش بر تولید هیدرولازاین در 

برای  ژنتیکی نوترکیب هایمیکروارگانیسم توسط

 تمرکز شده است. ی دیازینونپالایش زیست

نوترکیب حاصل توانایی بیان پروتئین  های استرین

OPH  را دارند و این ادعا در مورد استرینV103  با

آکریل آمید الکتروفورز روی ژل پلی روشاستفاده از 

 روی OPH آنزیم تثبیت اخیر، هایسال دراثبات شد. 

 در را زیادی توجه حامل، عنوان به مناسب مواد

زیست به خود معطوف داشته مختلف محیط های شاخه

 شناسی یستز و بیوشیمی ۀتوسع با است. همگام

 مانند های زیستی مدرنتکنولوژی دیگر و مولکولی

 غیره و فرمنتاسیون شناسی،آنزیم ژنتیک، مهندسی

 زیستی هایویژگی تغییر ینۀدرزمتحقیقات بسیاری 

OPH تنوع در حال نوترکیب م هایباکتری یک ایجاد و

 را در امیدوارکننده ایانداز و آیندهانجام است که چشم

شود.متصور می های فسفرهآلاینده ۀو تجزی زداییسم
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