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زیستی هاي حاوي آنزیم ارگانوفسفروس هیدرولاز با قابلیت تجزیهشناسایی و جداسازي باکتري
  سم ارگانوفسفره دیازینون از نمونه خاك کشاورزي

 1اردکانی ؛ سهیل سبحان2منصور بیات ؛*1پور سارا مبارك

  
  چکیده

شود و از قابلیت انباشت  میدر کشاورزي استفاده کش  عنوان حشره بهطور وسیع هکه باست ارگانوفسفره  یترکیب دیازینون زمینه:
بروز مسمومیت در گیاهان، جانوران و انسان برخوردار است. در انسان این  و هاي جانوريو انتقال در خاك، آب و بافت

 یی سویههدف شناساپژوهش حاضر با شود. کولین استراز، مانع انتقال پیام عصبی میترکیب با غیرفعال کردن آنزیم استیل
  آلوده انجام یافت.  باکتریایی با قابلیت هیدرولیز و حذف سم دیازینون از خاك

ویژه دیازینون اراضی کشاورزي شهرستان همدان که طی دو دهه اخیر در معرض انواع سموم به نمونه از خاك 8 ها:روش
قادر به تجزیه  OPHحاوي آنزیم هاي ت باکتريمنظور جداسازي و کشهاي کشت، بهآوري شد. پس از تهیه محیطبودند، جمع

ژنومی باکتري، تعیین توالی محصول پلاسمیدي،  DNA، نسبت به استخراج توسط هیدرولیز آنزیمی دیازینونسموم ارگانوفسفره 
  پردازش توالی حاصل از نظر فیلوژنی و ترسیم درخت فیلوژنی اقدام شد.

 درصد 86با  BS-1ها با نام یکی از آن و ها جداسازي شداز نمونه OPHرشح آنزیم هشت سویه باکتریایی با قابلیت ت ها:یافته
عنوان منبع کربن و فسفر از کارایی قابل قبول در هیدرولیز سم دیازینون و استفاده از آن به safensis Bacillusقرابت با گونه 

  برخوردار است. 
ویژه خاك سموم ارگانوفسفره به پالاییاز قابلیت زیستOPH رشح آنزیم شده در این پژوهش با تباکتري شناسایی گیري:نتیجه

ها در پالایی آلایندهمنظور زیستها بهاستفاده از میکروارگانیسم از قبل .مقیاس آزمایشگاهی برخوردار است در آلوده به دیازینون
فایده، عوامل -ایمنی، راهبردهاي تولید، هزینهزیستی، تري بر روي ثبات و تعامل محیطهاي طبیعی، باید مطالعات بیشمحیط

  هاي ژنتیکی و بیوشیمیایی انجام شود. شناسی، پیراسنجهمخرب محیطی، سم
  پالایی، زیستsafensis Bacillusدیازینون، آنزیم ارگانوفسفروس هیدرولاز،  ها:کلیدواژه

  »25/1/1394پذیرش:    17/8/1393 دریافت:«          
  ، ایران، همدانهمدان واحد اسلامی، آزاد دانشگاه دانشکده علوم پایه، گروه محیط زیست،. 1
  ، تهران، ایرانعلوم و تحقیقات واحد اسلامی، . گروه پاتوبیولوژي، دانشکده علوم دامپزشکی، دانشگاه آزاد2
: نگاردور ،08134494143: تلفن زیست، محیط گروه پایه، علوم دانشکده اسلامی، آزاد دانشگاه مدنی، شهید شهرك همدان، دار مکاتبات: عهده*

08134494143                                                                                         sara.mobarakpoor@gmail.com  Email:  
  

  مقدمه
دنبـال  ها توسط بشر و بهکشبا ساخت و استفاده آفت

ها از جمله بهبـود کیفیـت   آثار مثبت آن آن مشخص شدن
محیط زندگی انسان، حیوانات اهلـی و گیاهـان، افـزایش    
تولیدات کشاورزي، بهبـود شـرایط بهداشـت و سـلامت     

شـناختی آفـات،   انسان، عدم نیاز به اطلاع از خاستگاه بوم
صرفه اقتصادي و تأثیر سریع بر گونه هدف، کاربرد ایـن  

ویژه بعـد از جنـگ جهـانی    به دسته از مواد شیمیایی آلی
نحـوي کـه امـروزه حفـظ و      دوم توسعه زیادي یافت. به

بهبود کیفیت زندگی بدون این مواد شـیمیایی بـراي بشـر    
 ).1است ( قابل تصورغیر

کش ترین سموم آفتهاي آلی فسفره از مهمکشحشره
واجد فسفر در ترکیب خود هستند. در این گروه، سموم 

رشی، نفوذي، تدخینی و با خاصیت تماسی، گوا

شی
ژوه

له پ
مقا

  



  
  ....هاي حاوي آنزیم ارگانوفسفروس هیدرولاز با قابلیتشناسایی و جداسازي باکتري - پور سارا مبارك                                                       )10(

 

دلایلی سیستمیک وجود دارد. این ترکیبات امروزه به
کشی، اثرگذاري کنه وکشی همچون خاصیت شدید حشره

، قابلیت متابولیسم سریع در بدن موجودات زنده، سریع
ها و همچنین خاصیت نفوذي و سیستمیک برخی از آن

در خاك و آب و ایجاد آلودگی محیطی  تجزیه سریع
مورد  کشکش و حشرهعنوان آفتبهطور گسترده تر  به مک

  ). 2و  1گیرند (می استفاده قرار
ترکیبات ارگانوفسفره با ممانعت از فعالیت آنزیم 

کولین استراز که یک آنزیم ضروري براي فعالیت  استیل
طبیعی انتقال پیام سیستم عصبی است، باعث اختلال در 

دلیل وجود این . به)3شوند (عملکرد سیستم عصبی می
میلیون نفر  3ترکیبات، سالانه در سراسر جهان بیش از 

هزار نفر جان خود را از  300مسموم شده و بیش از 
). علاوه بر این، انباشت زیستی این 4دهند (دست می

هاي گوناگون مواد در بدن جانوران در اثر جذب از راه
یابی ایت راهویژه استفاده از مواد غذایی آلوده و در نهبه

به سطوح بالاتر هرم غذایی از دیگر اثرات منفی این 
  ).1باشد (زیست میترکیبات در محیط
 تخریب و تجزیه در حیاتی نقش هامیکروارگانیسم

ترکیبات شیمیایی  از بعضی دارند. ترکیبات آلی زیستی
 دیگر برخی اما شوند،می حذف محیط سرعت ازسنتزي به

 باقی در محیط و بوده مقاوم مدتطولانی هايدوره در
 میکروبی تجزیه میلادي 1960دهه  از اواخر. مانند می

 ها توسط میکروارگانیسم آلوده هايمحیط پاکسازي و سموم
 Yoshidaو  Sethunathan ).5گرفت ( توجه قرار مورد

 هايکشزیستی آفت) اولین مدرك حاکی از تجزیه1973(
 هاي باکتري فلاوباکتریومهدیازینون و پاراتیون توسط گون

). از جمله مطالعاتی که در رابطه با 6را ارایه کردند (
منظور تجزیه و ها بهشناسایی و استفاده از میکروارگانیسم

مربوط به ترکیبات ارگانوفسفره انجام  کردن آلودگیخنثی
)، 2008و همکاران ( Liتوان به پژوهش شده است، می

Xu ) 2008و همکاران ،(Anwar ) 2009و همکاران ،(
Cycoń ) 2009و همکاران ،(Chen ) 2011و همکاران 

و  2011 ،(Theriot( Kumariو   Kulshresthaالف و ب)، 

Grunden )2011 و (Gao ) 7-15) (2012و همکاران (
  اشاره کرد. 

فلاوباکتریوم  هايگونه همچون هاباکتري از برخی
)Flavobacterium sp.( و ) سودوموناسPseudomonas 

sp.استرهیدرولاز  تري فسفریک هايآنزیم ) با تولید
(Phosphoric Triester Hydrolases -PTH) ترکیبات 

 هايآنزیم ). گروه16کنند (تخریب می را اورگانوفسفره
 اورگانوفسفروس گروهزیر دو شامل استراز تري فسفریک

 ) وhydrolase-OPH Organophosphateهیدرولاز (
 Organophosphate acid)انیدرولاز  اسید فروساورگانوفس

anhydralas-OPAA) باشد. آنزیم میOPH  معروف به
استراز یک متالوپروتیین با وزن مولکولی تقریبی  فسفوتري

KDa36 باشد که هر مونومر آن داراي یک یون فلزي  می
ها  . این آنزیماست +Cd2و  +Zn2+ ،Mn2+ ،Co2+ ،Ni2مثل 

 توانندمی و بوده بیشتري دامنه فعالیت از آنجا که داراي
دهند، بنابراین  را برش  P-Oو  P-F، P-S ،P-Nپیوندهاي 

 نشان فعالیت خود از ترکیبات اورگانوفسفره انواع روي بر
کنند. به بیان دیگر  را هیدرولیز این ترکیبات قادرند و داده

ها قادر به تجزیه طیف وسیعی از عوامل عصبی این آنزیم
  ).17ند (هستها کشحشره و نوفسفرهارگا

هاي که استان همدان یکی از قطببا توجه به این
رو انواع  از این ،شودکشاورزي غرب کشور محسوب می

زیاد میزان  هاي کشاورزي از جمله سموم شیمیایی بهنهاده
 .گیرد و در مقیاس وسیع مورد استفاده کشاورزان قرار می

سویه  و معرفی یکبا هدف جداسازي حاضر پژوهش 
آنزیم ارگانوفسفوروس  تولید با قابلیت باکتریایی برتر

اي  آلوده به سموم ارگانوفسفره خاك از نمونههیدرولاز 
خیر در معرض انواع سموم کشاورزي که طی دو دهه ا

 زیستی حذف منظورویژه ترکیبات ارگانوفسفره بودند به به
  . شدانجام دیازینون  سم

  
  هامواد و روش
اراضی کشاورزي  گرمی از خاك 25هشت نمونه 

متري برداشت و در سانتی 0-15شهرستان همدان از عمق 
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داري شد. سپس نسبت به تعیین غلظت  ظروف سترون نگه
  ).19و  18هاي خاك اقدام شد (دیازینون در نمونه

هاي کشت نمکی براث و آگار پس از ساخت محیط
لیتر گرم در میلیمیلی 10حاوي سم دیازینون با غلظت 

قادر  OPHهاي حاوي آنزیم نسبت به جداسازي باکتري
هاي خاك و کشت به تجزیه سموم ارگانوفسفره از نمونه

). شناسایی 1ها مطابق روش استاندارد اقدام شد (آن
نیز توسط  OPHترین ترشح آنزیم باکتري واجد بیش

در طول موج  6850مدل  Jenwayدستگاه اسپکتروفتومتر 
  ).15و  8نانومتر انجام شد ( 745-410

مشاهده و تعیین هویت سویه باکتریایی برتر واجد 
 هايترتیب با روشبه OPHترین ترشح آنزیم بیش
براي استخراج  ).20(آمیزي و مولکولی انجام شد  رنگ

DNA ،پس از  ژنومی باکتري نیز مطابق روش استاندارد
ري و سانتریفوژ کردن محیط کشت مایع حاوي باکت

افزودن بافر لیزکننده به رسوب حاصل، نسبت به افزودن 
لیتر به گرم در میلیمیلی 10با غلظت   Kمحلول پروتئیناز

وسیله ورتکس اقدام شد. نمونه و مخلوط کردن محلول به
کردن آن پس از افزودن بافر اتصال به نمونه و مخلوط

به %) 96-100نسبت به افزودن اتانول ( ،وسیله ورتکس به
دادن  ردن مجدد آن اقدام شد. با قرارک نمونه و مخلوط

در میکروتیوب  )Spin column MBSTسازي (ستون خالص
کردن مخلوط مرحله قبل به ستون، محلول حاصل و اضافه

سانتریفوژ شد. پس از افزودن بافر شستشو به ستون و 
دادن ستون داخل یک سانتریفوژ کردن آن، نسبت به قرار

جدید سترون، افزودن بافر آزادساز گرم شده  میکروتیوب
  ). 19و  15به ستون و سانتریفوژ کردن آن اقدام  شد (

کردن توده سلولی از کشت باکتري در براي جدا
عنوان ژنومی به DNAمیکرولیتر محلول  1محیط مایع، از 

DNA  الگو درPCR  با پرایمرهايfD1  وrD1  3طی 
و  )Annealingها (آغازگر شدنجفت  ن،شد دناتوره مرحله 

براي ). 21(استفاده شد  )Extension( شدن پلیمریزه
 پلاسمید نوترکیب 16S ژن داراي پلاسمیدهاي جداسازي
کردن غربال شد. همچنین منتقل باکتري مستعدبه داخل 

گري کلونی غربال ،هاي واجد پلاسمید نوترکیب نوکل
ژن  ذیرشپ در باکتري کردن سفید/آبی براي بررسی قبول

16S استخراج ،DNA نوترکیب و تعیین توالی  پلاسمیدي
 M13) با پرایمرهايطرفهسکونسینگ دوآن از دوطرف (

fwd   وM13 Rev 16 که ژنبا توجه به اینS حدود داراي 
استاندارد انجام شد  باشد، به روشمی نوکلوئید 1600

  ). 22و  20(
یدي، در نهایت نسبت به تعیین توالی محصول پلاسم

هاي موجود پردازش و مقایسه آن از نظر فیلوژنی با توالی
 16S ribosomal بخش NCBIدر بانک اطلاعات زیستی 

RNA sequences (Bacteria and Archaea)  توسط
و ترسیم درخت فیلوژنی با استفاده از  BLASTnافزار  نرم
 اقدام شد. MEGA5افزار  نرم

  
  هایافته

کشت آگار حاوي  از محیط هانتایج جداسازي باکتري
کنندگی سم سم دیازینون با قابلیت هیدرولیز و تجزیه

دیازینون از طریق بررسی تغییر در فرآیند جذب با 
 8استفاده از روش اسپکتروفتومتري بیانگر آن است که 

باشد. در کشت می محیط کلونی مختلف قادر به رشد در
، 516هاي جترتیب در طول موسویه باکتري به 7این میان 

نانومتر شناسایی و  527و  524، 522، 521، 519، 518
 Bacillusهاي ترتیب با باکتريجداسازي شد که به

pumilus ،Bacillus stratosphericus ،Bacillus 

aerophilus ،Bacillus altitudinis ،Bacillus atrophaeus ،
Bacillus amyloliquefaciens ،Bacillus subtilis  قرابت

نانومتر با  529داشتند. هشتمین سویه نیز در طول موج 
ترین شناسایی شد که از بیش OPHقابلیت ترشح آنزیم 

 کنندگی سم دیازینون در مقایسهقابلیت هیدرولیز و تجزیه
). نتایج درخت 1ها برخوردار بود (تصویر با سایر سویه

) بیانگر آن است که این باکتري باسیل 2فیلوژنی (تصویر 
 قرابت safensis Bacillus با باکتري  درصد 86م مثبت گر

 دارد.
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منظور  به BLASTnافزار همچنین نتایج مستخرج از نرم
هاي موجود در بانک هاي حاصل با توالیمقایسه توالی

 80بیش از  بیانگر آن است که NCBIاطلاعات زیستی 
  . ه استاز ستون آزاد شد DNAدرصد 

  

  

  نانومتر 529باکتري باسیل گرم مثبت شناسایی شده در طول موج توسط سویه  OPHآنزیم  بیشینه ترشح -1تصویر 
  

  شدههاي باکتریایی شناساییدرخت فیلوژنی حاصل از مقایسه سویه -2تصویر   
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  بحث 
هاي آزمایشگاهی تنها قادر به متاسفانه روش

هاي در حال رشد در باکتري درصد 1-10جداسازي 
توانند هایی که میبراین بسیاري از باکتريخاك هستند. بنا

هاي طبیعی ها در محیطدر فرآیند تخریب آلاینده
ثیرگذار باشند، در آزمایشگاه قابل شناسایی و جداسازي أت

هایی براي شناسایی و رو توسعه روش نیستند. از این
هاي آلوده هاي قادر یه پاکسازي محیطجداسازي باکتري

عنوان یک روش پالایی بهزیست .)18بسیار مهم است (
از طریق ترکیبات تولیدشده توسط زیست سازگار با محیط
درجاي  زداییسم در راستاي هاي بومیمیکروارگانیسم

امروزه  ارگانوفسفره مضر ترکیبات هايباقیمانده از محیط
. در باشدپژوهشگران می توجه مورد از موضوعات یکی

هایی با قابلیت اکترياین میان، شناسایی و جداسازي ب
شان در متابولیزه کردن و دلیل تواناییبه OPHترشح آنزیم 

 استري باند  هیدرولیزتجزیه سموم ارگانوفسفره از طریق 
و  18است ( بسیار مورد توجه قرار گرفته این ترکیبات

22.(   
با هدف شناسایی و جداسازي  حاضرپژوهش 

 زیمبا قابلیت ترشح آن هاییمیکروارگانیسم
خاك کشاورزي بومی  هیدرولاز از ارگانوفسفوروس

شهرستان همدان که طی دو دهه در معرض سموم 
نشان داد که باکتري . نتایج ارگانوفسفره بود انجام یافت

 safensis با باکتري درصد 86باسیل گرم مثبت که 
Bacillus آنزیم با ترشح، قرابت داردOPH  قادر به تجزیه 
از قبیل دیازینون بوده و  انوفسفرهخطرناك ارگ ترکیبات

 فسفر کربن و منبع عنواناین ترکیبات به تواند ازمی
 اندکی گزارشاتکه تاکنون کند. با توجه به این استفاده

 هم ارگانوفسفره ترکیبات از باکتري قوام استفاده بر مبنی
 شده منتشر فسفر منبع عنوانبه هم و کربن منبع عنوانبه

فرد  توان به ویژگی منحصر بهمی براین)، بنا23( است
همچنین در . درک شارها تحقیق این در شدهجداسازي هیسو

قابلیت سوخت و ساز بالاي توان به این رابطه می
پالایی که در زیست Bacillusهاي جنس  باکتري

هاي آلوده به سموم هاي محیطی از جمله خاك آلاینده
ثر ؤآلوده مهاي صنعتی و رسوبات کش، فاضلابآفت

طه سروري زنجانی و ب). در این را11است، اشاره کرد (
 از باکتریایی سویه ده جداسازيبا  )1387همکاران (

 و دیازینون ازبا قابلیت استفاده  کشاورزي خاك و پساب
اعلام کردند که  فسفر و کربن منبع عنوانبه کلروپیریفوز

تواند در می پسودوموناسجنس  از باکتري منتخب سویه
). 23اشد (بثر ؤم محیطاز  آلودگی و سمی ترکیباتحذف 

) نشان 1391نژاوند و همکاران (همچنین نتایج پژوهش 
 Pseudomonasشده از باکتري ترشحOPH داد که آنزیم 

diminuta نظیر  سموم ارگانوفسفره مؤثر طورتواند بهمی
  در کند. همچنین فعالیت و پایداري تجزیه را پارااکسون

pH میکائیلیس ثابت بودن پایین همچنین و بالا دماهاي و 
زیستی  کاتالیزگر را آن باکتریایی، انواع به نسبت آنزیم

سازد می تشخیصی و پالاییزیست براي کاربردهاي مناسبی
)24 .( 

Ortiz-Hernandez  وSanchez-Salinas )2010 با (
 سویه باکتریایی از خاك اراضی کشاورزي 6جداسازي 

 ر مکزیک اعلام کردند که سویه باکتري منتخب براساسد
تتراکلروینفوس  کشکنندگی آفتنرخ هیدرولیز و تجزیه

 پالایی خاك و آب آلودهزیستی و زیستاز قابلیت تجزیه
 از سایر مطالعات ).18کش برخوردار است (به این آفت

دلیل شناسایی و جداسازي سویه باکتري با قابلیت که به
هاي هیدرولیزکننده سموم شیمیایی از یمترشح آنز

دنبال داشته است، هاي حقیقی آلوده نتایج مشابهی به نمونه
و همکاران  Singh )2009  ،(Zhangتوان به پژوهش  می

)2009 ،(Pakala ) 2006و همکاران ،(Singh  وWalker 
)2006 ،(Yu ) 2006و همکاران ،(Dong  و همکاران
) اشاره 25-31ب) ( 2005( و همکاران Zhang) و 2005(

  کرد.
    

  گیري نتیجه
نتایج این پژوهش نشان داد که باکتري شناسایی و 

هیدرولاز از  ارگانوفسفوروس شده با ترشح آنزیم استخراج



  
  ....هاي حاوي آنزیم ارگانوفسفروس هیدرولاز با قابلیتشناسایی و جداسازي باکتري - پور سارا مبارك                                                       )14(

 

 ویژه دیازینونسموم ارگانوفسفره به پالاییقابلیت زیست
ولی  .باشدمقیاس آزمایشگاهی برخوردار می خاك در

منظور ها بهستفاده از میکروارگانیسملازم است که قبل ا
هاي طبیعی، مطالعات ها در محیطپالایی آلایندهزیست

زیستی در برابر  تري بر روي ثبات و تعامل محیطبیش

و بارش،  pHتغییرات دما، رطوبت، تابش خورشید، 
فایده، عوامل مخرب -ایمنی، راهبردهاي تولید، هزینه

ژنتیکی و بیوشیمیایی  هايشناسی، پیراسنجهمحیطی، سم
 انجام شود. 
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