
 

 
 

 مهندسی ژنتيک و ایمنی زیستی

ISSN 2588-5073  چاپی 

ISSN 2588-5081  الکترونیکی 

 96، پایيز و زمستان 2، شماره 6دوره 

 309-319صفحه 

 
Genetic Engineering and Biosafety 

Journal 

Volume 6, Number 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ، جیوه 

  ،ژن کاهنده جیوه آلی

  وکتور نوترکیب

 

 چکیده

 

 

 

  زیستی پاکسازی منظور به merB نوترکیب وکتور طراحی و ساخت

 آلی جیوه

 

 Construction of merB recombinant vector in order to 

bioremediation of organic mercury 
 

 2، محمد پاژنگ1، مریم فرشباف بنام1حمیده باغی  ،*1علیرضا تاری نژاد

Alireza Tarinejad1*, Baghi Hamideh2, Farshbaf Benam Maryam, and Pazhang        

Mohammad 3       
 

لکولی، دانشکده وگروه زیست شناسی سلولی و م -2 وه بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزیگر -1

 ، تبریز، ایرانعلوم، دانشگاه شهید مدنی آذربایجان

 

1. Department of Agricultural Biotechnology,  

        2. Cellular and molecular biology Dept., Basic science Faculty,  
Azarbaijan Shahid Madani University, Tabriz, Iran. 

 

 atarinejad@yahoo.com :مکاتبات، پست الکترونیکی مسئول نويسنده* 

 (19/12/96 :پذيرش تاريخ - 2/10/95 :دريافت تاريخ)
 

 
 

 

 

موجودات  غذایی زنجيره واند واردتمی که آلی است جيوه پایدار های فرم از یکی جيوه متيل

. ناپذیری را برای اکوسيستم طبيعی بوجود آوردزنده گردد و خطرات زیست محيطی جبران

 رابطه، این در. هستند ایکننده نگران عوامل پالایش مرسوم روشهای زیاد هزینه و جيوه پایداری

 بعنوان آنها هایآنزیم یا ها اکتریب بر مبتنی راکتورهایبيو از استفاده مانند بيولوژیکی هایروش

-می ارایه زیست محيط دار دوست و هزینه کم پایدار، حلی راه پالایی ميکروب روشهای از یکی

 جيوه به آلوده مناطق Serratia marcescens باکتری از merB پژوهش ژن این در. دهد

 شد داده برش NcoI / NdeIآنزیمهای  با بيانی، وکتور در کلونينگ جهت سپس و شده جداسازی

 نوترکيب وکتور. گرفت الحاق صورت (+)pET28a بيانی   وکتور به سازی، خالص از پس و

merB-)+(a28pET باکتری به  E.coli 10 سویهTOP روی سپس. شد تکثير آن در و منتقل 

 ورتص هاکلنيروی واکنش زنجيره ای پليمراز  کانامایسين گزینشی درمحيط یافته رشد هایکلنی

پس از تایيد  و انجام ژن اختصاصی آغازگرهای با پلاسميد واکنش زنجيره ای پليمراز روی. گرفت

 ژن سازیهمسانهآمده صحت  دستبه یجشد. نتا ارسال یتوال يينتع یبرا پلاسميد آنزیمی هضم با

merB  مورد نظر به  ينپروتئ يانب منظوربه يبرکنوت وکتور یننشان داد. ا يانیب وکتوررا در

 PAGE-SDSمورد نظر با کاربرد روش  ينپروتئ يانمنتقل و ب DE21BL)3( یهسو E. coli یرباکت

 یشافزا يانگرب یجو نتا یبررس يوهج یحاو يطدر مح MerB پروتئين عملکرد یتشد. در نها یيدتا

 یمآنز يدو با تول يستمس ینآمده بود. به کمک ا دستبه نوترکيب هاییدر باکتر يوهمقاومت به ج

MerB از مناطق آلوده  يوهج یاقدام به پاکساز پالایی یستمختلف ز هایروش طریق از توانیم

 نمود. 
 

 دیهای کلیواژه
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  مقدمه

 يکی زيست محیط به کشاورزی و صنايع طريق از آلی جیوه ورود

آيد. می شمار به کشور در زيست محیطی مشکلات ترينجدی از

 و مناسب راهکار های از يکی هاباکتری توسط زيست پالايی

 در که گرددمی محسوب محیط از آلاينده ها پاکسازی برای عملی

 هاآلاينده کاهش يا حذف جهت در زنده اتموجود پتانسیل از آن

 به ژنتیکی، تغییر و اصلاح با هامیکروارگانیسم .شودمی استفاده

-می حذف را جیوه نظیر سمی هایآلودگی کارآمد و موثر طور

 از فلزات اختصاصی حذف در هاباکتری ژنتیکی اصلاح. کنند

 Bae et) است شده انجام مختلف محققین توسط آلوده هایآب

al. 2000; Majare and Bulow 2001.) یوهمقاومت به ج یستمس 

 يمشده است. آنز يافت( R831بزرگ ) پلاسمید يک یبر رو ی،آل

MerB باکتری از پلاسمید ينموجود در ا E. coli يهسو J53-1 

از  %3شده و  یدتول E. coliدر  T7 پروموتوراستخراج و به همراه 

 یزل يمآنز ينتصاص داد. اسلول را به خود اخ ینحجم پروتئ

 آلکیل،) یوهج یآل نمک های را در C-Hg یوندهایپ پروتونی

 .Begley et al) دهدیانجام مزياد  سرعت( با يلو آروينیل، آلیل 

1986 .) 

 انتشار صنعتی هایفعالیت توسط که سمی مختلف مواد میان در

 رطو به که هستند کلیدی شاخص عنوان به سنگین فلزات يابد،می

 واقع سنجش مورد محیطی زيست بستر های اکثر در مداوم و موثر

 در پالايش قابلیت سنگین فلزات(. Amiard et al. 1995) اندشده

 در تدريج به آلودگی ايجاد با و ندارند را آبی هایاکوسیستم

 انسانی منابع از که سنگینی فلزات. کنندمی رسوب دريا اعماق

 به که است میزانی از فراتر اربسی شودمی زيست محیط وارد

 که جیوه میان اين در. شودمی ايجاد طبیعی هایفرآيند وسیله

 رسوبات به را تمايل بیشترين سنگین فلزات ساير به نسبت

 و معلق ذرات توسط عمدتاً دريا به ورود با دارد، بستر سطحی

 Goldblum) پیونددمی بستر رسوبات به آب در محلول آلی مواد

et al. 2006.) 

 سبب تواندمی و باشدمی سنگین فلزات سمی ترين از يکی جیوه

 به که شود حیات وحش و انسان در عصبی و کلیوی اثرات ايجاد

 شناخته کشورها از بسیاری در اولويت با سمی ماده يک عنوان

 در غیرآلی و آلی شکل به جیوه(. Gaudet et al. 1995) است شده

 و سمیت از مراتب به آن آلی نوع. دارد وجود زيست محیط

 برخوردار غذايی زنجیره در بالاتری پذيریتجمع خصوصیت

 Dietz et al. 2000, Houserova et al. 2006, Porcella et) است

al. 1994 .)عناصر کننده تريننگران از يکی عنصر اين دلیل اين به 

 ساکن هایباکتری از برخی. است آبی هایاکوسیستم سنگین

 جیوه معرض در زياد میزان به اينکه دلیل به آلوده هاینهرودخا

 رد يکديگر بین را جیوه به مقاومت هایژن قادرند گیرند،می قرار

 مقاوم جیوه سمی هایغلظت برابر در ترتیب بدين و کنند بدل و

 برابر در مقاومت(. Wagner Dobler et al. 2000) شوندمی

 هایژن محصولات واسطه به هاباکتری در جیوه سمی هایغلظت

-ژن از mer اپرون ها،باکتری اکثر در. گیردمی صورت mer اپرون

 تجزيه در MerB. است شده تشکیل mer R T P A B D های

 به است سمی بسیار که را MerA، +2Hg. دارد نقش آلی جیوه
0Hg 0. کندمی احیاHg محیط از سرعت به و است فرار بسیار 

 Deckwer et al. 2006, Kiyono et) شودمی خارج باکتری اطراف

al. 2006, Tothova et al. 2006 .) 

 وسیله به جیوه به هاباکتری مقاومت زمینه در تحقیقات اولین

Moore افراد اين. شد انجام 1960 سال در وی همکاران و 

 هاینمونه از شده جدا Staphylococcus aureus  باکتری مقاومت

 تحقیقات آن از پس. کردند گزارش را جیوه اتترکیب به کلینیکی،

 حذف توانايی و جیوه به مقاوم هایباکتری زمینه در ایگسترده

 در همکاران و Bae  (.Barkay et al 2003) گرفت صورت جیوه

 در آن بیان و E.coli در merR ژن سازیهمسانه با 2003 سال

 ذبج بر علاوه حاصل پروتئین که کردند مشاهده سلول سطح

و  (2Zn+) مثل روی ديگر سنگین فلزات جذب به قادر جیوه

 برای بالا کارايی با جديد ایشیوه هاآن. باشدمی نیز (2Cd+کادمیم)

 کردند ابداع کارخانجات، پساب از مختلف سنگین فلزات حذف

 یدر باکتر MerB آنزيم(. 1386 همکاران و زاده کفیل)

Pseudomonas  يهسو K62 است گرفته ارقر بررسی مورد 

(Tezuka and Tonomura 1978 .)Pseudomonas putida و 

Klebsiella pneumoniae جیوه به مقاوم هایباکتری ديگر از 
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 یکه هماهنگ دهدمی نشان تحقیقات (.Essa et al. 2002) هستند

 یآل یوهو سرعت عمل آن، به واسطه ج MerAبا  MerB يمآنز

ژن  ی،آل یوهج یزاکنش لوجنبش . جهت بهبود شودیکاسته م

merB  يوارهو ترشح به د آندوپلاسمیبا هدف ورود به شبکه 

( Nicotiana tabacumتوتون ) یاهانگشد.  یمهندس یسلول

موجود در  MerAو  آندوپلاسمیدر شبکه  MerB يمحاصل با آنز

 MerB یدارا یاهاناز گ یشتربرابر ب 70تا  10 یتوپلاسم،س

(. Bizily et al. 2003نشان دادند ) مقاومت از خود سیتوپلاسمی

 مدل یاهبه گ پالايیگیاهبا هدف  merBو  merAهر دو ژن 

و  یانانتقال داده شد و ب (Arabidopsis) thaliana آرابیدوپسیس

(. Bizily et al. 2000قرار گرفت ) یمورد بررس هاآنزيمعملکرد 

 Streptococcus یشده از باکتر مهندسی merB ژن همچنین

aureus  ترانسفورماسیونمناسب در  ينشیگز مارکربه عنوان 

. ژنوم کلروپلاست (Choi et al. 2005استفاده شده است ) یاهانگ

 یرنظ يیپارامترها تراريخته و merBو  merAهای گیاه توتون با ژن

آن  یربه ساقه و تبخ يشهاز ر یوهجذب، انتقال اشکال مختلف ج

 یاهان(. گHussein et al. 2007)قرار گرفته است  یمورد بررس

-کرده يافترا در merBژن  اگروباکتريومبواسطه  تراريختتوتون 

استات از خود نشان  مرکوری فنیل به μmol/L 5/2و مقاومت  اند

 (.Jilin et al. 2002دادند )

از  یآل یوهژن مربوط به ج یپژوهش با هدف جداساز اين

در منطقه، کلون  موجودSerratia marcescens  یبوم يهایباکتر

 جیوه پاکسازی بررسی و  (+)pET28a بیانی وکتورآن در داخل 

 Bنوترکیب وکتور حاوی هایباکتری کشت محیط در آلی

PET28a(+)-mer شد انجام. 

 

  هاروش و مواد

 

 آنزیمی هضم زنجیره ای پلیمراز و واکنش پلاسمید، استخراج

 Serratia marcescens بومی باکتری از ابتدا تحقیق، اين در

 توسط شده پیشنهاد روش به پلاسمید استخراج mer B ژن حاوی

Birnboim and Doly (1979 )واکنش زنجیره ای . گرفت صورت

چرخه  1طبق جدول  merB ژن اختصاصی تکثیر یبراپلیمراز 

توسط جفت  2دمايی و تعداد سیکل های به شرح جدول 

 Vectorافزار طراحی شده با نرم   merBاختصاصی آغازگرهای

NTI ژن یاز جداساز پس(. 3) جدول صورت گرفت merB  (که 

شده  یطراح NdeI و  NcoI  یبرش یهاتيسا آغازگرها یدر انتها

 یبرش یها ميآنز باهر دو  ،(+)pET 28 a وکتور ریتکث و )بود

NdeI / NcoI آنزيمهای توسط برش واکنش .شدند داده برش 

 ºC  37 دمای در میکرولیتر 50 حجم در جداگانه صورت به برشی

 پايین ذوب نقطه با آگارز ژل روی شده هضم محصول و انجام

LMP 1% شد بارگذاری. 

 الحاق محصول  زشیترارو الحاق  ،یخالص ساز

-جايگاه یحاو mer Bژن  یساز خالص ،برش دوگانهاز  بعد

 Genشرکت  یخالص ساز تیاستفاده از ک با وکتور وهای برشی 

All یقطعات حاصل از جداساز یسازخالصاز  پس .دانجام ش 

 واکنش الحاق صورت پذيرفت.  وکتور، یسازآماده و merBژن 

 

  واکنش زنجیره ای پلیمراز مخلوط -1جدول

   Table 1- PCR reaction mix 
Volume (μl) Stock Material 

12.5  O2H 

2 10X PCR Buffer 

0.5 50 mM 2MgCl 

0.5 10 mM dNTP mix 

1 10 μM Forward Primer  

1 10 μM Reverse Primer  

1.5 50 ng Target DNA 

1 5 U/μl Taq DNA polymerase 

 

 مرازواکنش زنجیره ای پلی چرخه های دمايی و زمانی برنامه -2جدول

 Table 2- PCR Programe 

Temprature Time  

Cº94 5 min  

Cº94 45 sec  

Cº52 45 sec 30 cycles 

Cº72 1 min  

Cº72 10 min  

 

 لیست آغازگرهای استفاده شده -3جدول

Table 3- mer B Primers sequence 

Sequence Primer  

5'- ATGAAGCTCGCCCCATATA Forward 

5'- TCACGGTGTCCTAGATGAC Reverse 
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 .merB   Figure 1- Constructed recombinant plasmid with merB geneژن یحککاو شککده سککاخت  بیککنوترک وکتککور کیشککمات -1 شککک 

 

، ng/uL300مقدار به merBژن  )اجزای واکنش الحاق عبارتنداز:

DNA Ligase  4T، آنزيم ng/uL 100مقدار به a28pET(+)وکتور 

(1U) ،T4 DNA ،Ligase Buffer (10x)  دو میکرولیتر و آب سه

جهت  روکتواز  تریکرولیم 2راستا مقدار  نيدر امیکرولیتر( 

واکنش  یبرا م،يآن با هر دو آنز افتنياز برش  نانیاطم

مورد استفاده قرار گرفت. پس از انجام واکنش  ونیگاسیلير

، به ازاء ºC16 یساعت در دما 1به مدت  ونیگاسیليرو  ونیگاسیل

از  تریکرولیم 5 ،یبه روش شوک حرارت E. coli زشيترارهر بار 

مورد استفاده قرار  ونیگاسیليرو  ونیگاسیلمحصول واکنش 

بود که  ینشيگز طیدر مح یکلن یرشد تعداد جهیگرفت. نت

 کیشمات 2 شکل. شده بود زشيترار ونیگاسیلمحصول واکنش 

 وکتورهای تايید جهت .دهدیم نشانرا سازه ساخته شده 

 و آنزيمی هضم پلاسمید، روی PCR کلنی، روی PCR نوترکیب

 .گرفت صورت يابی توالی

 محیط در نوترکیب وکتور حاوی های باکتری ردعملک بررسی

 pET28a+ - merB بینوترک وکتور انتقالبا  آلی جیوه حاوی

 IPTG با القا و BL21  یسو ب 

 یانیب هيسو به ها وکتور نيا ب،ینوترک یها وکتور ديیتا از پس

BL21 افتيدر مستعد که  DNAیحرارت شوک روش به بود، شده 

 کشت ug/mL50 نیسيکاناماحاوی  LB طیمح در و شدند منتقل

د نظر فاقد ژن مور (+)pET-28a وکتوربا آن،  زمانهم. شدند داده

و  ديمنتقل گرد  BL21یانیب هيبه سو یبه روش شوک حرارت ز،ین

 یکلن کي ادامه، کشت شد. در دارنیسيکاناما LB طیدر مح

 یکلن نيا سپس و شد هیته آن از یخط کشت و انتخاب بینوترک
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 یدارا عيما LBکشت  طیمح تریلیلیم 5 یمحتو فالکن کي در

 ºC 37 یدما در شب کي مدت به و کشت ن،یسيکاناما کیوتیبیآنت

 هیته. گرفت قرار درون انکوباتوردور بر دقیقه  160 سرعت با

 صورت زین موردنظر ژن فاقد وکتور یبرا یکلن یرو از عيما کشت

 وکتور یحاو شتک از تریلیلیم 5/2 بعد، مرحله در. گرفت

 طیمح تریلیلیم 75 یحاو یتریلیلیم  500 یهافلاسک به بینوترک

LB  به القا اتیعمل زین ژن فاقد وکتور مورد در. شد منتقل ع،يما 

 سرعت با ºC 37 انکوباتور در هافلاسک. شد انجام روش نیهم

rpm 160 8/0 به هایباکتر تراکم دنیرس از پس و شده کیش 

=OD  به بینوترک وکتور یحاو یهافلاسک از یکي تنبرداش با 

 به mM 1 يینها غلظت با IPTGالقا،  از قبل شاهد نمونه عنوان

-یسانت درجه 37 و 28، 22 یدماها در و شده افزوده هافلاسک

 جهت صورت گرفت و ونیانکوباسمختلف  یهازمان و گراد

 .گرفت انجام یبردارنمونه مختلف، ساعات در انیب یبررس

و  هختيترار یهایباکتر در وهیج به مقاومت شيافزا مشاهده هتج

 زانیم ب،یاز وکتور نوترک یدیتول merB ميبودن آنز یعملکرد

-یباکتر ب،یوکتور نوترک یحاو E.coli BL21 یهایرشد باکتر

 طیمح در زمان گذشت با یوکتور خال یدار E.coli BL21 یها

-یباکتر .شد میترس رنمودا صورتبه و یریگاندازه وهیج یحاو

 شده با وکتور زشيترار یها یبدون وکتور و باکتر E.coli یها

merB-a+28PET 006= 3/0به  دنیبعد از رس OD  به چهار

 اهاز نمونه کيمستقل به هر  یمارهایفلاسک منتقل شدند. در ت

 ارمیت کياضافه شده و به همراه  ppm 20و  10،  5 وهیج ريمقاد

در  گرادیدرجه سانت 37 کرداریانکوباتور ش در وهیشاهد بدون ج

 دو تکرار قرار داده شد. 

 

  نتایج 

 

 توسط و گراددرجه سانتی 52 دنیچسب یدما در merBژن  ریتکث

 یکه در ابتدا و انتها ژن نيا یاختصاص یآغازگرها جفت

 35 با ،شده بود یطراح NdeI / Nco I یبرش تيسا هاآغازگر

 Taq   DNA ميآنز کمک به و ی پلیمراززنجیره ا واکنش از چرخه

polymerase  واکنش محصول از تریکرولیم 10 مقدار .شد انجام 

 یرو بر Dye یرنگ ماده از تریکرولیم 2 همراه بهزنجیره ای پلیمراز 

 شود ديیتا merB ژن به مربوط قطعه ریتکث تا شد ران %1 آگارز ژل

  (.2شکل)

  +PET28a یانیب وکتور دییتا

-pET وکتور ،یباکتر در merB انیب امکان آوردن فراهم ورمنظ به

28a(+) همسانه انجام یبرا است، یباکتر در یانیب وکتور کي که-

 وکتور ديیتا یسازهمسانه از قبلمورد استفاده قرار گرفت.  یساز

 I و ISma/INde یبرش هایميآنز حضور در هضم واکنش دو با

Sma/INco  با قطعه دو اول ضمه واکنش محصول. گرفتصورت 

 هضم واکنش محصول و باز جفت 4061 و 1308 یبيتقر طول

 1 آگارز ژل یرو بر 4002و 1367 یبيتقر طول با قطعه دو دوم

 (.3شکل) کردند جاديا درصد

  pET28aی )+(انیب وکتور در merB ژن یDNA یسازهمسان 

 NcoI/NdeI یبرش یهاتيسا از استفاده با افته،ي ریتکث merB ژن

 یطراحمستقیم و معکوس  یآغازگرها ساختار در بیترت به که

-یم ميآنز دو هر یبرا چسبنده یانتها دو یدارا و بودند شده

 به یبرش یهاميآنز توسط هضم واکنش. افتي برش باشند،

 یسانت درجه 37 یدما تردریکرولیم 50 حجم در جداگانه صورت

 نقطه با آگارز ژل یرو شده هضم محصول. گرفت انجام گراد

 Bmerشد و باند مربوط به ژن  یبارگذار 1%( LMP) نيیپا ذوب

کنش و به منظور وا یژل جداساز یجفت باز از رو 639با اندازه 

 (.4)شکل  شد یسازخالص ونیگاسیل

  a28ETp(+) یانیوکتور ب یمیبرش آنز

 ، INco و INdeی هاميآنز لهیبه وس merB ژن برش به توجه با

 نيا یساز همسانهبه منظور  ر،یهم پس از تکث a28pET+ وکتور

داده شد. با توجه به  برش INco و INde ميدو آنز لهیقطعه، به وس

داشت، پس از واکنش هضم  یحلقومورد نظر حالت  وکتور نکهيا

در آمده و پس از  یحالت خط به INco و INde یبرش ميبا دو آنز

جفت باز،  5311با طول  حدودا یباند ،LMPژل  یرو یبارگذار

 ديگرد یژل خالص ساز یاز رو Bmerژن  یسازهمسانه یبرا

 (.4)شکل 
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              A               B 
 

واکنش زنجیره ای محصول  الکتروفورز ريتصو -2 شک 

ان  ید یرو merBژن  یاختصاص یآغازگرهابا پلیمراز 

. Serratia marcescensی استخراج شده از باکتر یا

ژن  یبا اندازه مورد انتظار برا یبازجفت 639باند 

merB  . مستقل  یتکرارها 5، 4، 3، 2، 1مطابقت داشت

 (.1KBمارکر: Mهستند. )

Figure 2- Electrophoresis image of PCR 

product with specific primers of merB 

gene on extracted DNA of Serratia 

marcescens. 639bp band had matched 

with expected size of merB gene. 1, 2, 3, 

4, and 5 are independent replications. 

(M=1KB Ladder marker). 

 وکتورهضم  الکتروفورز ريتصو -3 شک 

PET-28a(+) ژل  یرو یبرش یهاميبا آنز

 یبرش یهاميبا آنز وکتور. )الف( هضم %1 آگارز

SmaI  وNdeI یهاميبا آنز وکتور. )ب( هضم 

 (.1KBمارکر: M) NcoIو  smaI یبرش

Figure 3- Electrophoresis image of 

PET-28a(+) vector digest with 

restriction enzymes on 1% agarose 

gel. (a) Vector digest with smaI and 

NdeI , (b) Vector digest with smaI 

and NcoI. (M=1KB Ladder 

marker). 

 یميمحصول برش آنز فورزالکترو ريتصو -4 شک 

 یبرش یهاميتوسط آنز (+)pET-28a وکتور

NcoI  وNdeI وکتور. جدا شدن %1آگارزژل  یرو 

د جفت باز با اندازه مور 5311با اندازه حدود  یخط

طابقت داشت م  (+)pET-28a وکتور یانتظار برا

(M :1مارکرKB.) 

Figure 4- Electrophoresis image of 

PET-28a(+) vector digest with NcoI 

and NdeI restriction enzymes on 1% 

agarose gel. 5311bp band had matched 

with expected size of vector in linear 

form. (M=1KB Ladder marker). 

 

 

 

محصول هضم ژن  الکتروفورز ريتصو -5 شک 

merB یبرش یهاميبا آنز NcoI  وNdeI ژل  یرو

 جفت 639 اندازه با  merB ژن به مربوط ندبا. آگارز

 مطابقت merB ژن یبرا انتظار مورد اندازه با که باز

 (.1KBمارکر: M) شد یجداساز ژل یرو از داشت،
Figure 5- Electrophoresis image of 

merB gene digest with NcoI and NdeI 

restriction enzymes on  agarose gel. 

639bp band had matched with expected 

size of gene. (M=1KB Ladder marker). 

واکنش زنجیره ای  محصول الکتروفورز تصوير -6شک 

 رشد هایکلنی از شده استخراج پلاسمیدهای پلیمراز روی

ونه به ترتیب نم C+و  C-. محیط گزينشی کانامايسین در يافته

 639باشند. مشاهده باند اولیه می merBو ژن  DNAبدون 

های باکتری حاوی وکتور دهد که کلنیجفت بازی نشان می

 (.1KB: مارکرMنوترکیب هستند )

Figure 6- Electrophoresis image of PCR 

product with specific primers of merB gene on 

extracted plasmid of transformed colony. 

639bp band showed existance of gene into 

transformed bacteria. (M=1KB Ladder 

marker). 
 

تصوير الکتروفورز محصول برش  -7شک 

 pET-28a(+) - merBوکتور نوترکیب 

روی ژل  NdeIو  NcoIهای با آنزيم

 639با اندازه  merBآگارز و جدا شدن 

 (.1KB: مارکرMباز )جفت

Figure 7- Electrophoresis image 

of PET-28a(+)-merB vector 

digest with NcoI and NdeI 

restriction enzymes on agarose 

gel. 639bp band had matched 

with expected size of gene. 

(M=1KB Ladder marker). 
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 به بوطمر آمینواسیدی توالی با آمده دست به آمینواسیدی توالی - 8شک  

 Multialign افزار¬نرم از ستفادها با NCBI در موجود MerB پروتئین

 توالی کامل تطابق زيرهمچینی اين در توافق مورد توالی. شد مقايسه

 توالی با شده سازی¬همسانه وکتور از حاصل MerB پروتئین آمینوسیدی

 دهد¬می نشان را NCBI در موجود MerB پروتئین

Figure 8- The amino acid sequence to the protein amino 

acid sequence obtained by MerB available at NCBI 

using the software Multialign were compared. 

Consensus sequence in this under the picking Full 

compliance amino acid sequence MerB Protein The 

resulting Coloning vector shows to MerB protein 

sequences in the NCBI.  

ه ب. باند مربوط %15آمید تصوير الکتروفورز پروتئین روی ژل آکريل -9شک 

-ارهها قابل مشاهده است. چاهک شمدر لاين kDa 23به اندازه  MerBپروتئین 

ر وکتو 9و  7، 4های پیش القا و چاهک شمارهترتیب متعلق به نمونه به 8-1های 

 5، چاهک های 22قای دمای ی با الهانمونه 3-1های خالی است. در چاهک شماره

گراد درجه سانتی 37با القا دمای  8و چاهک  28نمونه های باالقای دمای  6و 

ر است و به عنوان نشانگ BSAمتعلق به  10اند. چاهک شماره بارگذاری شده

 استفاده شده است.

Figure 9- Electrophoresis image of protein merB on 15% 

acrylamide gel. Related band to merB protein with size 23kDa 

is visible in lanes. Lanes 1-8 belong to pre-induced samples 

with IPTG and lane 9 is empty vector. Lanes 1-3, 5-6, and 8 

related to pre-induced samples in 22, 28, and 37ºC, 

respectively. Lane 10 was BSA protein and used as protein 

marker.   
 

 

 merBژن  حضور یبرا بینوترک یهایکلن دیتائ

 یاهیکلن یرو برواکنش زنجیره ای پلیمراز انجام  قيسه طر از

 دیپلاسم یروواکنش زنجیره ای پلیمراز انجام  ،بینوترک

شده )شکل  زشيترار یهايشده از باکتر یخالص ساز بینوترک

 NcoI یبرش یمهايبا آنز بینوترک وکتور یبرا یبرشهضم  و .(6

 .(7 شکلصورت گرفت ) NdeIو 

 DNAشده، نمونه  یسازهمسانه یهاDNA بررسی توالی  برای

 نییتع یشده برا ديیتا PET-28a(+) – merB بینوترک وکتور

 یهایتوال. ديارسال گرد یکره جنوب ماکروژنبه شرکت  یتوال

 ،یابيیتوالحاصل از  جيبا نتا merBژن  یبرا NCBIثبت شده در 

دو  یآغازگرها merBکامل ژن  یابيیتوال ی. براديگرد سهيمقا

حاصل از  جهیاستفاده شدند. نت وکتوردر  merBطرف محل ورود 

ارسال  وکتورهر دو نمونه  یصحت و تطابق کامل توال یابيیتوال

نشان داد  merBژن  یبرا NCBIشده را با نمونه ثبت شده در 

 .(8)شکل

 یباکتر در PET28-merB بینوترک نیپروتئ انیببررسی 

 ماریبا سه ت بینوترک وکتور یحاو BL21  E.coliیهایباکتر

 یمالقا شدند. تما IPTGساعت با  37 و 28 ،22 یالقامدت زمان 

 SDS-PAGEدر  یارذبارگ یپس از اتمام مدت القا برا هانمونه

 نکهيا علتبه . شد یارذبارگ هادر کنار نمونه مارکرآماده شدند. 

بوده نشتی  وکتور کيE.coli BL28  یباکتر در +pET28a وکتور

ظر مورد ن نیپروتئ فیضع انیهم قادر به ب IPTGو بدون القا با 

لقا از ا شیدر نمونه پ MerBمربوط به  یفیباند ضع نياست بنابرا

 (. 9شکل. )شودیمشاهده م
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کشت  طیدر مح وهیجمیزان متیل  ریتاث -10 شک 

  بینوترک وکتور بدون E.coli یرشد باکتر یرو

Figure 10- Methyl mercury effect 

into medium on E.coli  growth 

containing empty vector  

کشت  طیدر مح وهیجمتیل  زانیم ریتاث -11 شک 

شده با  زشيترار E.coli یباکتر رشد یرو

merB-+a28PET. 

Figure 11- Methyl mercury effect 

into medium on E.coli  growth 

containing PET28a+-merB vector 

 یروکشت  طیدر مح وهیج زانیم ریتاث -12 شک 

 S.marcescensباکتری رشد 

Figure 12- Methyl mercury effect into 

medium on S. marcescens  growth  

 

 رشد زانیم یریگاندازه با  MerBنیپروتئ عملکرد زانیم یبررس

 یآل وهیج یحاو طیمح رد یباکتر
 و ختهيترار یهایباکتر در وهیج به مقاومت شيافزا مشاهده جهت

 زانیم ب،ینوترک وکتور از یدیتول merB ميآنز بودن یعملکرد

28pET- بیوکتور نوترک یحاو 21BL E.coli یهایباکتر رشد

merB، 21 یهایباکترBL E.coli ی ووکتور خال یدارS.  

marcescens   یریگاندازه آلی وهیج یحاو طیمح در زمان گذشت با 

 از بعد هایباکتر OD 600 زانیمشد.  مینمودار ترس صورت به و

 تکرار دو در ساعت 48 و 24 ، 12 ، 8 ، 4 ، 2 زمان مدت گذشت

 یهایباکتر رشد که است نيا انگریب حاصل جينتا. شد یریگاندازه

E.coli به  وهیج ختنيساعت بعد از ر 12تا  یوکتور خال یحاو-

 در رشد به قادر و گرفته قرار وهیج یحاو طیمح ریتاث تحت شدت

 یهایباکتر (.10شکل ) باشندینم وهیج 20  و ppm 10 ريمقاد

 در رشد تیقابل یدارا PET28a+-merB بینوترک وکتور یحاو

 وهیج زانیم شيافزا اب حال نيا با بودند وهیجمتیل  یحاو طیمح

 ساعات در ژهيو به شاهد نمونه به نسبت هایباکتر رشد طیمح

-یباکتر رشد يیتوانا از حاصل جينتا نيبنابرا .افتي کاهش هیاول

نشان دهنده عدم  ختهيترارو  یخال وکتور یحاو E.coli یها

-یدر باکتر MerB نیو عملکرد پروتئ E.coli یهایمقاومت باکتر

 طیمح در موجود وهیج به هامقاومت آن شيو افزا ختهيترار یها

 طیدر مح رشدبه قادر S.marcescensباکتری  (.11شکل ) باشدیم

 نمونهبودند و با گذشت زمان مقدار رشدشان با  وهیج یحاو

شکل که در  یهمانطور ونشان نداد  یشاهد تفاوت چندان

 يیتوانست از رشد بالا S.marcescens یمشخص است باکتر12

 نيام برخوردار باشد و نشانگر ا یپ یپ 20تا  10 یهاغلظتدر 

 بعلتنیز موجود در کشور  S .marcescens یموضوع است باکتر

 یستيز یپاکساز یبرا یابالقوهتوان  ازMerB دارا بودن پروتیین 

 برخوردار است. یآل وهیج

 

  بحث

 

 وهیج به مقاومت نهیزم در قاتیتحق نیاول از دهه پنجنزديک به 

 يیشناسا سمت به شتریب قاتیتحق نيا. گذردیم هایباکتر در

 مطالعه و یعیطب یهاطیمح از شده جدا وهیج به مقاوم یهایباکتر

 سوق هایباکتر نيا در وهیج به مقاومت یهاژن یورزدست و

 2Hg+حذف  زانیم یریگ با اندازه 1987. در سال است شده داده

 سمیمکان وه،یج به مقاوم یاهیباکتر یحاو یهافلاسکاز 

(. Barkay 1987) گرفت قرار یبررس مورد  وهیج برابر در مقاومت

Ray ( 1989و همکاران )هایباکتریتوسط  جیوهحذف  توانايی 

( Beijerinkia و Azotobacterکننده ازت )عمدتاً  تثبیت آزادزی

 وکردند  بررسیرا  جیوهبه  خاک مناطق آلودهجدا شده از 

نمودند.  جداسازی جیوه،در حذف  %83 توانايیبا  ايیهباکتری

Frischmut ( با به کار بردن باکتر1993و همکاران )مقاوم  یهای

هفته مشاهده  7تا  4در مدت  یستيز یراکتورهادر  وهیبه ج

 يیکارآ با کارخانجات پساب از را وهیج هایباکتر نيکردند که ا

 نیاول ی( برا1994) و همکاران Horn. کنندیم حذف %99 تا 82

 نيا حذف به قادر وهیج به مقاوم یهایبار نشان دادند که باکتر

 هایباکتر نيا نيبنابرا. باشندیم کارخانجات پساب از یسم فلز
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، دارند خود اطراف طیمح از وهیج حذف در یاديز يیتوانا

همانطوری که در اين تحقیق پاکسازی زيستی جیوه آلی امکان 

 .E ژنتیکی ورزیدست( با 1997) Wilson و Chen پذير گرديد.

coli، آماده  جیوهآلوده به  هایمحیط پاکسازی برایرا  باکتری اين

شدند که  ژنتیکی دستورزی نحویبه  هاسوش ايننمودند. 

به  2Hg+ بیشترانتقال هر چه  برایرا  MerT، MerP هایپروتئین

و  Von Cansteinدر سطح خود بروز دهند.  سیتوپلاسم،درون 

مقاوم  Pseudomonas putida یاز باکتر یسوش( 1999همکاران )

در آلمان جدا  وهیآلوده به ج یارودخانهرا از رسوبات  وهیبه ج

پساب  هیتصف یبرا هاسوش نيبار از ا نیاول یبرا هاکردند. آن

 یبا طراح هااستفاده کردند. آن یکلرآلکالدر کارخانه  وهیج یحاو

 طينمودن شرا فراهمو  یشگاهيآزما اسیدر مق یستيز راکتور کي

 يیتوانا ،یرشد باکتر یو ... برا pH ،يیاز نظر دما، مواد غذا نهیبه

بدست آوردند.  یباکتر نيا لهیبه وس وهیرا در حذف ج %98تا  90

بار  نیاول ی( برا1999و همکاران ) Masaru گرياز طرف د

ه خصوص جنس ب یهوازیب یهایرا در باکتر وهیمقاومت به ج

Clostridium قرار دادند.  یمورد بررسOkino ( 2000و همکاران )

کردند که قادر به  يیرا شناسا Pseudomonas putidaاز  یسوش

 Nakamuraبود.  %98تا  92 زانیکشت به م طیاز مح وهیحذف ج

احتمال  شيافزا هی( فرض2002) Petrova( و 1990و همکاران )

فلز  نيدر مناطق آلوده به ا وهیبه ج مقاوم یهایباکتر یجداساز

و  Schelertآلوده مطرح ساختند.  ریبا مناطق غ سهيرا در مقا یسم

از دهانه  وهیمقاوم به ج گرمادوست یایآرک( 2004همکاران )

 آب گرم جدا کردند.  یهاچشمه

جهت  یستيز راکتورهایو ساخت  یطراح ریاخ یهاسال در

است که  افتهيتوسعه  نیگفلزات سن یحاو یهافاضلاب هیتصف

با بستر متحرک  یستيز یراکتورهااست.  یکارآمد و اقتصاد اریبس

 یآل باتیبالا و موثر در حذف ترک اریبس يیبا کارا يیهاستمیس

 Serratia وهیمقاوم به ج یباکتر ازپروژه  نيا در هستند.

)13880(ATCC  marcescens ژن جداسازی جهت merB  با

 یبررس جهت. زنجیره ای پلیمراز استفاده گرديداستفاده از واکنش 

 یانیب وکتور داخل درژن  ،merB نیپروتئ یو خالص ساز انیب

 ی ژن در داخلساز همسانهمرحله  ديیتابرای . شد یساز همسانه

از هضم برشی، واکنش زنجیره ای پلیمراز و  ،بینوترک وکتور

ژن  یازسهمسانهمرحله  ديیاز تا پس. استفاده شد یابي یتوال

merB، نیپروتئ انیب یجهت بررس بینوترک وکتور merB،  به

 القاگرتوسط  انیب یالقامنتقل شد.  E.coli BL21 یانیب یباکتر

IPTG  با غلظتmM 1 انجاممختلف،  یدر مدت زمان و دماها 

و  MerB ميآنز یسازخالص جهتای مقدمهمطالعه  نيا .شد

به کمک  وهیج یهایحذف آلودگ ستمیس یعمل یو اجرا یطراح

 جاديو ا راکتوردر بستر  ميآنز نيا تیکه با تثب وراکتورهاستیب

 .گرددمی وهیج یسازاقدام به پاک نهیبه طيشرا

 یکل یریگ ج ینت

 وهیج یحاو طیدر مح ختهيترار یهایباکتر رشد یبررس با

 زانیمبه  بینوترک وکتوربدون  یهایباکتر به نسبت هامقاومت آن

 نیوتئپر ینشانگر عملکرد بالا جيکه نتا افتي شيفزاا یقابل توجه

MerB شيو افزا وهیدر حذف ج بینوترک وکتورشده از  دیتول 

 .باشدیم هایمقاومت باکتر

 وتشکر ریتقد

 جانيآذربا یمدن دیشه دانشگاه یفناور و یمعاون پژوهش از

 یقدردان و تشکر قیتحق نيا یمال امکانات نمودن فراهم بخاطر

 .گرددیم
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Abstract  

   

Organic mercury is a sustainable form of mercury that enters the food chain of organisms and cause 

dangerous environmental hazards for natural ecosystem. Mercury stability and high cost conventional 

refining methods are disturbing factors. In this field, biological methods such as the use of bacteria or 

enzyme based for microbial remediation provided low-cost strategy and environmental lover of 

bioremediation. In this research, merB gene isolated from resistance bacteria by PCR technique by 

specific primers containing NcoI and NdeI restriction sites, so after amplification, it cut with restriction 

enzymes and after purification of gene, ligation was performed into PET28 a+ expression vector.   

PET28a+-merB recombinant vector was transferred into E. coli strain TOP10 by heat shock. The 

recombinant bacteria were selected in kanamycin selective medium. The presence of gene in transformed 

bacteria was confirmed by PCR on plasmid and by enzymatic digestion. Results confirmed the accuracy 

of cloning of merB gene into this expression vector. In order to the expresse its protein, the recombinant 

vector was transferred into E. coli BL21 (DE3). Expression of the protein was confirmed by SDS-PAGE 

method. Finally, the growth of E.coli strain BL21 containing the recombinant vector with E coli BL21 

bacteria including empty vector was measured by adding methyl mercury into the environment during 48 

hours. Growth ability of E.coli containing the empty vector indicates lack of bacteria resistance to 

mercury, on the other hand; merB protein in transformed bacteria increased their resistance to methyl 

mercury in the environment. Therefore, bioremediation of organic mercury from pollutant environments 

could be possible by using this methodology. 

Key Words: Organic mercury, reducing gene of organic mercury, recombinant vector
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