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از نشانگرهاي بررسي اثر نانوذرات اكسيد مس روي ژنوم باكتري اشريشياكلي با استفاده 
  RAPD مولكولي 

  2فرخ كريميو * 1بهرام گلستاني ايماني ،1فريبا امجدي
  اروميه، گروه زيست شناسي واحددانشگاه آزاداسلامي،  اروميه، 1

  گروه بيوتكنولوژيمراغه، دانشگاه مراغه،  2

  16/4/94 :تاريخ پذيرش  12/12/93 :تاريخ دريافت
  چكيده

نسبت به آنتي بيوتيكها و عوامل ضد ميكروبي مرسوم، تحقيقات بسياري براي يافتن انواع جديد  باكتريهابا توجه به مقاومت 
با توسعه فناوري نانو، مس به طور فزاينده اي به شكل نانوذرات با فعاليتهاي ضد ميكروبي . عوامل ضد ميكروبي موثر انجام شد

در اين تحقيق از نانو ذره اكسيدمس . مورد استفاده قرار گرفته است گرم مثبتو  ي گرم منفيباكتريهاعليه همه يمت ارزان بالا و ق
به عنوان مدل براي باكتريهاي  O157:H7براي بررسي اثر آن روي ژنوم  باكتري اشريشياكلي سويه) نانومتر 20كمتر از (با اندازه 

ميكروگرم بر ميلي ليتر با اين نانوذرات تيمار كرده و در  60و  30ظور ابتدا باكتريها را با غلظتهاي بدين من. گرم منفي استفاده شد
تكنيك . صورت گرفت DNAساعت خاصيت ضد ميكروبي نانوذره بررسي گرديده و استخراج  24و  4، 2فاصله هاي زماني 

با استفاده از  .ه اكسيدمس روي ژنوم به كار گرفته شدجهت بررسي اثر نانوذر) RAPD-PCR( واكنش زنجيره اي پليمراز رپيد 
در . روي ژل آگارز مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت  PCR، نتايج حاصل از الكتروفورزيس محصولات NTSYS-PCنرم افزار 

نانوذرات اين تحقيق مشاهده گرديد كه علاوه بر اثر مهاركنندگي نانوذرات اكسيدمس، روي رشد باكتريها مشخص شد كه اين 
  .ژنومي اين باكتري اثر گذاشته و باعث تغيير آن در نقاط مختلف گرديد  DNAروي توالي 

  )RAPD-PCR( واكنش زنجيره اي پليمراز رپيد  نانوذره اكسيدمس، باكتري اشريشياكلي،: يكليدي واژه ها

  golestani_bahram@yahoo.com :الكترونيكي پست،   32719900 : تلفن مسئول، نويسنده* 

   مقدمه
باكتريها در برابر آنتي بيوتيكها  و بسياري از عوامل ضد 
باكتريايي مقاومت پيدا كرده اند كه اين مقاومت قابل 

بيماريهاي عفوني مي شود كه  توارث بوده و باعث ادامه
. ان استيكي از بزرگترين چالشهاي سلامتي سراسر جه

اين پيشرفت متناوب استراتژيهاي درماني باكتريها را بر 
  ).32و  4(انگيزد  مي

در چند دهه اخير، نانومواد به دليل ويژگيهاي جديد شامل 
بزرگ بودن نسبت سطح به حجم و فعاليت واكنشي بالا 

  .)33و  2( توجه زيادي پيدا كرده است

س توجهات مدر ميان نانوذرات ديگر، اخيرا به نانوذره 
نانوذرات ارزان به جاي نانوذرات فلزي . شده است بيشتري
در سطح كاربردهاي ميكروالكتريكي پيشنهاد  قيمت گران
ضد ميكروبي كشف  موادآنها آخرين  شوند و احتمالاَ مي

ضد باكتريايي در صنعت  موادكاربردهاي  ).21(شده اند 
ي منسوجات، ضدعفوني آب، پزشكي و بسته بنديهاي غذاي

برخلاف ضد عفوني . و غيره به خوبي شناخته شده است
كه نانومواد ضد  يستن يانتظار معمول كننده هاي شيميايي

 ).11( دنضد عفوني كننده هاي مضر توليد كن ،ميكروبي
همچنين قابليت كنترل آلودگي و عفونت نانوآنتي بيوتيكها 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 1394، 4، شماره 28جلد                                                                    )       مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

476 

سلول زنده كشف و اثبات شده و    در محيط آزمايشگاهي
ثير أتهيه نانوذرات ضد ميكروبي مي تواند ت .است

ارزشمندي در مقايسه با سنتز آنتي بيوتيكها داشته باشد زيرا 
نانوذرات ). 30(ري بيشتر و  طولاني مدت دارند  آنها پايدا

مي تواند در شرايط نامساعد مانند دماي بالاي 
استريليزاسيون، كه تحت آن آنتي بيوتيكهاي مرسوم 

نانوموادي كه در تحويل . د مقاومت كنندغيرفعال مي شون
 - 1آنتي بيوتيكها استفاده مي شود داراي مزيت چندگانه 

بهبود قابليت  - 2توزيع شكل يكنواخت در بافت هدف 
رهاسازي كنترل شده و تحميل شده را دارند  -3حل شدن 

  ). 27و  17(

كوچك  علاوه براين، گزارش شده كه نانوذرات با اندازه
بر روي . )15( يكروبي خوبي نشان داده استفعاليت ضد م

 فعاليت ضد ميكروبي نانوذرات روي باكتريهاي بيماري
و استافيلوكوكوس  )34( زاي انسان مانند اشريشياكلي

تشكيل بيوفيلم در   .)23( زيادي شده است اورئوس مطالعه
باكتريها مشكل مهم شناخته شده است زيرا از باكتريها عليه 

حفاظت مي كند و به همين دليل يكي از علل آنتي بيوتيكها 
).  16(مي رود  اصلي توسعه عفونتهاي مزمن به شمار

ويژگيهاي الكترواستاتيكي نانوذره و بيوفيلم روي چگونگي 
نانوذرات از طريق واكنش  ).28(واكنش آنها اثر مي گذارد 

الكترواستاتيكي مي توانند به غشاي باكتري متصل شوند و 
و باعث تخريب كامل  ري تداخل ايجاد كندبا غشاي باكت

آمين و گروههاي كربوكسيل ). 31(غشاي باكتري شوند 
پپتيدوگليگان اجزاء تركيب كننده اصلي ديواره باكتري  لايه

هستند كه با مس واكنش داده و باعث آسيب ديواره سلول 
مي شوندكه يكي از مكانيسمهاي ضد ميكروبي نانوذرات 

فعاليت  يمكانيسم القاالبته  ).6(به شمار مي آيد 
يي نانوذرات اكسيد فلزي به طور كامل شناخته ياباكترضد

  ROSتوليد  اما مقدار رهاسازي يون و متعاقباً. نشده است
كه هردو مكانيسم از ).  14و  5(دليل اصلي فرض مي شود 

و سنتز آمينو اسيد در ميكروبها   DNA همانندسازي

يت ضد ميكروبي مي شود جلوگيري مي كند و باعث فعال
)14.(  

به هر حال استفاده هدفمند از نانوذرات اكسيد مس با 
ويژگيهاي ضد ميكروبي نيازمند توجه بيشتر از نظر 

با توجه به اينكه . سازگاري با محيط زيست نيز مي باشد
نانوذرات مس داراي خاصيت كشندگي براي ارگانيسمهاي 

اكسيد مس براي  ديگر است، براي مثال كشندگي نانوذرات
و  و تامنوس فالئوس پلاتريوس پوستان مگنا دافينياسخت 

در  Pseudo- kirchneriella subcapitataجلبك 
ميلي گرم  1و كمتر از  18/0، 2/3به ترتيب(غلظتهاي كم  

 3(گزارش شده است  2009و 2008كه در سالهاي  )بر ليتر
راي و بدين طريق درجه اي از كشندگي نانوذرات ب )13و 

نانوذرات اكسيد . ارگانيسمهاي آبزي نشان داده شده است
مس ممكن است باعث ايجاد جهش در باكتري گرديده و با 
تغيير در خاصيت جفت شدن بازي بازها در  فعاليت ضد 

يا  نانوذرات با حل شدن در محيط . باكتريايي شركت كند
يونهاي فلزي آزاد كرده كه با غشاي باكتري واكنش مي 

كه اين قابليت حل شدن و واكنش با غشاء يكي از   دهند
ترين ويژگيهايي است كه دليل اصلي اثر كشندگي  مهم

. ) 12و  8( روي اكثر موجودات را توضيح مي دهد
بنابراين ممكن است به هنگام استفاده به عنوان ماده ضد 
باكتريايي بر روي سلولهاي يوكاريوتي و ساير ارگانيسمها 

دست آوردن غلظتهاي مؤثر ه لذا بايد براي ب .نيز اثر گذارد
ثير ژنوتوكسيكي آن  به عنوان جايگزيني أضد باكتريايي و ت

مناسب براي آنتي بيوتيكها و مواد ضد عفوني كننده  بدون 
  .  ضرر ، بيشتر بررسي گردد

از آنجايي كه تاكنون اثر ضد باكتريايي از طريق اثر 
لذا اين . ستنانوذرات مس روي ژنوم بررسي نشده ا

زهاي مختلف در زمانهاي بررسي اثر دتحقيق  به منظور 
مس  روي ژنوم باكتري اكسيد  متفاوت تيماري نانوذرات 

صورت گرفت كه بدين  اشريشياكلي به عنوان باكتري مدل
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در اين مطالعه استفاده ) RAPD-PCR(منظور از تكنيك 
  .شده است

  مواد و روشها
 ATCC) ژگيهاي باكتريوي كشت باكتري و شرايط كشت

25922)   ( Escherichia coli  0157:H7   بر روي
باكتري . آگار مشخص شد محيط كشت ائوزين متيلن بلو

كشت داده شد و     BHB brothميلي ليتر محيط 5در 
قبل از تيمار به مدت يك شبانه روز در انكوباتور شيكردار 

اشته گذ rpm 200گراد در دور  درجه سانتي 37در دماي 
چگالي و ميزان رشد باكتريها از طريق اندازه گيري شد 

كنترل نانومتر  600محيط كشت در طول موج  )OD(نوري 
  ) 1. (گرديد

: بررسي خاصيت ضد ميكروبي نانوذرات اكسيد مس
 30جهت بررسي اثر نانوذره بر روي باكتري غلظتهاي 

وذره ميكروگرم بر ميلي ليتر نان 60ميكروگرم بر ميلي ليتر و 
نانومتر كه توسط گروه  20با قطر كمتر از اكسيد مس 

 تحقيق حاضرشيمي دانشگاه دولتي مراغه سنتز و در اختيار 
قرار گرفت، مشخصات و آناليز آن توسط ميكروسكوپ 

 و از .آورده شده است هاالكتروني در بخش نتايج در شكل
به عنوان حلال نانوذرات   PH: 7.4 بافر فسفات سالين با

  . شد سيد مس استفادهاك

، به هركدام از لوله ها تلقيح  سپس نانوذرات اكسيد مس
 37لوله هاي آزمايش در انكوباتور شيكردار در دماي . شد

گذاشته شد  و  rpm 200گراد در دور  درجه سانتي
چگالي نوري هر كدام از لوله هاي آزمايش در   طول موج 

 ساعت 24 و 4،2 و در فاصله هاي زمانينانومتر  600
  .شدجهت سنجش رشد باكتريها اندازه گيري 

:  RAPDو واكنش زنجيره پليمراز  DNAاستخراج 
DNA  باكتري شاهد و تيمار شده  با استفاده از كيت

مطابق با ) شركت اكسير آزما(استخراج دي ان آ
دستورالعمل كيت مذكور استخراج گرديده و كميت و 

وفتومتري و كيفيت آن با استفاده از روش اسپكتر
  . آناليز گرديد درصد 1الكتروفورزيس روي ژل آگارز

براي بررسي اثر نانوذرات روي ژنوم باكتري از روش 
به منظور  كه. استفاده شدRAPD- PCR نشانگر مولكولي

بازي  10ابتدا پرايمرهاي  RAPD- PCRانجام روش 
توالي و مشخصات . رپيد از شركت سيناژن تهيه گرديد

   .آمده است 1جدول پرايمرها در 
  توالي نوكلئوتيدي پرايمرهاي مورداستفاده -1 جدول

 نام پرايمر توالي نوكلئوتيدي پرايمر
ACAGGTGCGT OPR12 
AGTCGGGTGG OPS11 
CAATCGCCGT OPA11 
GTCGTTCCTG OPS.13 
TCCTGGTCCC OPS-09
GTGATCGCAG OPA10 
GGTGACGCAG OPB-7
GGACGCTTCA OPQ-14 
AATGCCGCAG OPT14
AAAGGGGTCC OPS14 
GGGTAACGCC OPA09 
TTTGGGGCCT OPS05
TCTGGTGAGG OPD04 
TCTGGTGAGG OPT17 

 

جهت تكثير نمونه ها در حجم    PCRواكنش  راي انجامب
 1. ميكروليتر مواد زير در غلظتهاي ذكر شده تهيه گرديد 25

،  x10  ( PCR  buffer( ميكروليتر 5/2ميكروليتر پرايمر، 
 mix    dNTP  ،1ميكروليتر  MgCl2  ،1  ميكروليتر 3

 3/0استخراج  شده و   DNAميكروليتر از  نمونه  
 2/16كه با  Taq  DNA polymeraseميكروليتر 

ميكروليتر رسانده  25ميكروليتر آب مقطر ديونيزه  به حجم 
 Corbett(مخلوط اين مواد در دستگاه ترموسايكلر .شد

research, Australia (با برنامه زير قرار داده شد :
درجه  95الگو در دماي   DNA واسرشت شدن  اوليه 

در   PCRنش كدقيقه و در ادامه، وا 5به مدت   سانتي گراد
درجه   95دماي  : سيكل و به ترتيب  زير انجام گرفت  40

ثانيه  جهت واسرشت  شدن   35به مدت   سانتي گراد
به    سانتي گراددرجه   30الگو، دماي   DNAهاي  رشته
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هاي  الگو،  ثانيه  جهت  اتصال پرايمرها به رشته 45مدت 
ثانيه  جهت   45به مدت    سانتي گراددرجه    72دماي 

دقيقه   7. پليمريزاسيون رشته  جديد از روي رشته الگو
هاي  ناقص  به  كار  جهت تكميل  پليمريزاسيون  رشته

اين   ،PCR شرايط بهينه سازي  پس از  . شد  گرفته
پرايمر  مورد  14 تركيبات  و  پروفايل دمايي براي  تمامي 

   .استفاده  قرار گرفت

  
  فعاليت ضدميكروبي نانوذرات اكسيد مس -2جدول 

2بعد از از تيمارقبل  شماره لوله غلظت
  ساعت

 4از بعد 
 ساعت

 24بعد از 
 ساعت

 1/1 0/85 0/8 0/7 1 شاهد

 30µg/ml 2 0/6 0/6 0/6 0/8 

3 0/8 0/8 0/8 0/8 

 60µg/ml 4 0/7 0/7 0/7 0/8 

5 0/6 0/6 0/7 0/7 
   

بعد از اتمام واكنش :  RAPD - PCRبررسي نتايج 
PCR،ميكروليتراز محصول  10، جهت آشكارسازي باندها
PCR  كه ) 26× 14با اندازه (  درصد 2روي ژل آگارز

 4به مدت  TBE  (1x)بود در بافر   red safeحاوي  
و به منظور . ولت الكتروفورز گرديد 120ساعت با ولتاژ 

به  Ladder  DNAمحصول از نشانگر  تعيين اندازه
استفاده شده و با  دستگاه عكسبرداري  bp   - 100اندازه 
  .   عكس تهيه گرديد) Uvitec, France(از ژل 

باند هاي : آناليز داده هاي حاصل از الكتروفورزيس
براساس وجود يا عدم وجود   RAPDل از تجزيه حاص

صورت يك و صفر امتيازدهي گرديد كه ه آنها ، به ترتيب ب
بر  سپس داده ها. آمده است 5تا  3 هايداده ها در جدول

با ماتريس تشابه . اساس مولكولي در نرم افزار وارد گرديد
محاسبه شده و دندروگرام با روش  Dicروش 

UPGMA  نرم افزار  درNTSYS-PC  رسم گرديد.  

  نتايج
اندازه نانوذرات اكسيد  جهت مطالعه مورفولوژي و تخمين 

،  SEMو  TEMمس توليدي از ميكروسكوپ الكتروني 
  .آمده است 3و  2، 1كه نتايج آنها در شكلهاي . استفاده شد

  
  4نتايج باندهي مربوط به پرايمرهاي تصوير  -3جدول

T2T1c باند)bp( پرايمر 

0 0 1 1000 

OPR12 

0 1 1 900 

1 1 1 800 

0 0 1 700 

1 1 1 650 

1 1 1 500 

1 1 1 450 

1 0 0 350 

1 1 1 170 

0 0 1 950 

OPS11  

0 0 1 900 

1 1 1 600 

111 700 

0 1 0 500 

1 1 1 450 

1 0 0 950 

OPA11 

1 0 0 850 

1 1 1 800 

1 1 0 650 

1 1 1 550 

1 1 0 500 

0 0 1 900 
OPS-13 0 0 1 800 

101 250 
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  5نتايج باندهي مربوط به پرايمرهاي تصوير  -4جدول

T2 T1 C باند )bp( 
 پرايمر

0 0 1 1000 OPS-09 
0 1 0 650 

0 0 1 950 

OPA-10 
0 0 1 900 

0 1 1 750 

0 1 1 650 

0 0 1 600 

0 0 1 800 
OPB-7 

01 1 850
OPQ-14 1 1 1 750 

1 1 0 450 

0 1 1 1000 

OPT-14 

0 0 1 950 

1 1 0 800 

11 0 700

1 1 0 650 

0 1 0 400 

0 1 0 350 

: خاصيت ضد ميكروبي نانوذرات اكسيد مسارزيابي 
خلاصه نتايج آزمايش فعاليت ضد ميكروبي نانوذره اكسيد 

آمده است كه  2مس ير عليه باكتري اشريشياكلي در جدول 
با نانوذره به روشني اثبات شد كه رشد باكتري بعد از تيمار 

ميكروگرم بر ميلي ليتر، در  60و  30با غلظتهاي متفاوت 
 24ساعت متوقف شد و پس از  4و 2فاصله هاي زماني 

  .ساعت تنها رشد جزئي در آنها ديده شد
  6نتايج باندهي مربوط به پرايمرهاي تصوير -5جدول

T2 T1 C (bp) پرايمر  باند 

0 0 1 950 

OPS-14 
00 1 900 

0 0 1 800 

0 1 1 600 

0 0 1 175 

1 0 1 950 OPA-09 

0 0 1 800 
OPS-05 

0 0 1 700 

0 1 0 900 
OPD-04 

1 1 0 500 

1 1 1 500 OPT-17 

  

  
 .Cuoاز نانو ذرات Transmission electron microscopy (TEM(عكس ميكروسكوپي  -1شكل 

  .نانو متر مي باشد 20اندازه نانوذرات اكسيد مس كمتر از . مناقد سليكا تثبت شده اندكه در . مي باشدCuo نقاط سياه نشان دهنده نانو ذرات 
باندهاي الكتروفورزي :  RAPD- PCRآناليز محصولات 
در   RAPD- PCRپرايمر به وسيله  14حاصل از تكثير 

كه در هر شكل به ترتيب . آمده است 6 و 5 ،4شكلهاي
امل نمونه كنترل، براي هر پرايمر از سمت چپ به راست ش

ميكروگرم بر ميلي ليتر ،  30نمونه تيمار اول با غلظت 
ميكروگرم بر ميلي ليتر  60نمونه تيمار دوم با علظت 

،  RAPDسپس اندازه باندهاي حاصل از تجزيه . باشد مي
براساس وجود يا عدم وجود . با استفاده از ماركر تعيين شد
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ك و صفر آنها در نمونه ها، به ترتيب به صورت ي
آمده  5تا  3امتيازدهي گرديد كه نتايج آنها در جدول هاي 

كه اساس نتيجه گيري تفاوت در باندهايي هست كه . است

هر پرايمر براي نمونه هاي كنترل و تيمار شده ها تشكيل 
  . مي دهد

  
  عكس ميكروسكوپي كه وجودمافذ نانوذرات را نشان مي دهد -2شكل

  
D :\D IF F D A T 1 \9 2 -3 9 9 .R A W

O p e ra t io n s : S m o o th  0 .1 5 0  |  I m p o rt

D : \ D I FF D A T 1 \9 2 -3 9 9 .R A W  - F ile : 9 2 -3 9 9 . ra w  - T yp e :  2 Th / Th  lo ck e d  - S ta rt : 3 0 . 0 0 0  °  - E n d :  8 0 .0 0 0  °  -  S t e p : 0 . 0 2 0  °  - S t e p  tim e : 0 . 3  s  - T e m p . :  2 5  ° C  (R o o m ) - T im e  S t a rte d :  2  s  -  2 -T h e ta :  3 0 .0 0 0  °  - Th e t

L
in

 (
C

ou
nt

s)

0

1 0

2 0

3 0

2 -T he ta  - S ca le

3 1 4 0 50 6 0 7 0

d
=

2.
55

6
4

7

d
=

2.
3

4
3

3
5

  
  XRDآناليز  -3شكل 
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  ژل آگارزروي PCR الكتروفورز محصول  -4تصوير

 16 -14ماركر، : 13ستون شماره ، OPA11پرايمر : OPS11 ، 10-12پرايمر: 9- 7ماركر، : 6، ستون OPR12پرايمر:5-  3خالي ، : 1-2
  .خالي:  OPS-13  ،17-20پرايمر:

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 1394، 4، شماره 28جلد                                                                    )       مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

482 

  
  روي ژل آگاروزPCR عكس الكتروفورز محصول : 5تصوير

 ، OPQ-14پرايمر:15-13ماركر، :   12شماره ، OPB -7 پرايمر: OPA-10 ، 9- 11پرايمر:  8-6ماركر، :  OPS-09  ، 5پرايمر: 4- 2خالي ، : 1
  .خالي:OPT-14 ، 19-20پرايمر:18 -16

  
  روي ژل آگاروزPCR عكس الكتروفورز محصول : 6تصوير

 -OPD-04  ، 16پرايمر: 15- 13ماركر، :  OPS-05، 12 پرايمر:  OPA-09  ، 9-11پرايمر:  8- 6ماركر، :  OPS-14  ،5پرايمر: 4-2خالي، : 1
  .خالي: OPT-17 ، 19-20پرايمر:18

 قطعه تكثير شد كه همه OPS-13 ،3  همچنين در پرايمر
در . آنها در گروههاي شاهد و تيمار شده ها  متفاوت بودند

، OPS-09،OPS-05،OPD-04 هر يك از پرايمرهاي 
ه هر دوي آنها بين گروه شاهد و تيمار قطعه تكثير شد ك 2

 OPA-10براي پرايمرهاي . شده ها متفاوت بودند
آنها بين  باند روي ژل تشكيل شد كه همه OPS-14 ،5و

در پرايمرهاي . گروه شاهد و تيمارشده ها متفاوت بودند
OPB -7 ، OPA-09 فقط يك قطعه تكثير شد كه آن ،

 3از بين . وت داشتهم بين گروه شاهد وتيمار شده ها تفا
قطعه بين  OPQ-14،2قطعه تكثير شده توسط پرايمر 

براي پرايمر . گروه شاهد و تيمار شده ها متفاوت بودند
OPT-14  آنها بين گروه شاهد  قطعه تكثير شده همه 7از

  OPT-17براي پرايمر . و تيمارشده ها تفاوت داشتند
 اوتيهيچگونه تففقط يك باند روي ژل تشكيل گرديد كه 

   .نگرديد هدهشاهد و تيمارشده ها مشا بين گروه 
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، ماتريكس تشابه براي نمونه  RAPDبراساس داده هاي 
محاسبه شده كه در  Dicهاي كنترل و تيمار شده  با روش 

 000/1فاصله ژنتيكي بين نمونه ها از . آمده است  6جدول 
نزديك تر،  1متغير بوده كه هر چه اعداد به  451616/0تا 
كه نشان مي  .باهت ژنتيكي بين نمونه ها بيشتر شده استش

دهد با افزايش غلظت نانوذرات اكسيد مس فاصله ژنتيكي 
  .ايجاد شده بين نمونه بيشتر شده است

نرم  در  UPGMAدندروگرام كه با روش  ،7 در شكل
 منظور مقايسه تنوع ژنتيكي ايجاد به  NTSYS-PCافزار 

ه هاي تيمار شده با نانوذرات شده بين نمونه كنترل و نمون
نمونه كنترل و و مشاهده شد كه . رسم گرديد مس اكسيد

جداگانه قرار  شاخه اصلينمونه هاي تيمار شده در دو 
بيانگر ايجاد تفاوت ژنتيكي  بين آنها  اين گرفته اند كه

    .باشد مي
 ماتريكس تشابه براي نمونه هاي كنترل و تيمار شده  -6جدول

Proximity Matrix 

Case 

 Dice (Czekanowski or Sorenson) Measure  

1:ctr      2:t30     3:t60     

1:ctr      1.000   

2:t30      0.5294118 1.000   

3:t60      0.4516129         0.7037037   1.000 

This is a similarity matrix  

  

  
  NTSYS-PCتوسط نرم افزار  UPGMAبا روش دندروگرام حاصل از تجزيه بر اساس آزمون رپيد   -7شكل 

  

  بحث
  ضد عامل  يك  عنوان  به  در زمانهاي گذشته، از فلز مس 

. باكتريايي و ضد عفوني كننده استفاده مي شده است
امروزه نيز با پيشرفت مقاومت باكتريها نسبت به آنتي 

دعفوني كننده هاي معمول، باعث توجه روز بيوتيكها و ض
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و  با فعاليت واكنشي و اكسيد مس افزون به نانوذرات مس
نانوذرات . شده استبالا و قيمت ارزان  ضد ميكروبي

اكسيد مس در غلظتهاي كم براي سلولهاي بدن سمي نمي 
در اين مطالعه غلظت مشخصي از نانوذرات اكسيد . باشد

بررسي خاصيت ضد ميكروبي  مس جهت تيمار باكتريها و
به كار برده شد و با توجه به اينكه براساس مطالعات زيادي 
اثر نانوذرات اكسيد مس به عنوان ماده ضد ميكروبي به 

پس هدف اصلي اين تحقيق . )24و  18(اثبات رسيده است 
  .روي ژنوم باكتري بود بررسي اثر نانوذرات اكسيد مس

 حاضر نيز نشان داد، نتايج خاصيت ضد ميكروبي مطالعه
زهاي نانومتر در د 20با قطر كمتر از  نانوذره  اكسيد مس

ميكروگرم بر ميلي ليتر داراي خواص ضدميكروبي  60و 30
ي باكتريهارشد تمامي  به نسبت خوبي بود و توانست تقريباً

آزمايشات   همچنين در طي. موجود در نمونه را مهار كند
بوگدانويكد و ،  مسفعاليت ضد ميكروبي نانوذرات 

ساعت  2كه فقط بعد از  ندبه روشني اثبات كرد همكارانش
تماس باكتري اشريشياكلي با نانوذرات مس با غلظت  

ppm 32  كاهش پيدا كردند  درصد 99، باكتريها به بيش از
در اين تحقيق نيز مشاهده شد كه رشد باكتري بعد از ). 6(
گرم بر ميلي ليتر  ميكرو 60و  30ساعت  تيمار با غلظت  2

نانوذره اكسيد مس به طور كامل متوقف گرديد پس با 
توجه به اين تحقيقات مي توان نتيجه گرفت كه نانوذرات 
مس با كمترين غلظت نيز بيشترين فعاليت ضدميكروبي را 

علاوه  بر اينكه  .در كمترين زمان از خود نشان مي دهند
به اثبات  خاصيت ضد باكتريايي نانوذرات اكسيد فلزي

گزارشاتي نيز مبتني بر اثر نانوذرات بر روي  . رسيده است
نانوذرات به غشاي  .ژنوم باكتريها نيز گزارش شده است

باكتري متصل شده و همچنين به داخل سلول باكتري نفوذ 
غشاي باكتري داراي پروتئينهاي حاوي گروه  .مي كنند

ن پروتئينها، سولفور مي باشد و نانوذرات نقره نه تنها با اي
واكنش مي  ،DNAبلكه با تركيبات حاوي فسفر از جمله 

نانوذرات همچنين به زنجيره تنفسي كه در تقسيم . دهند
ثر است حمله مي كنند و منجر به مرگ سلولي ؤسلولي م

همچنين نانوذرات، يون نقره آزاد مي كنند كه . مي شوند
 اين خود منجر به افزايش فعاليت ضدباكتريايي آنها

  ). 20و  10(شود  مي

 نانوذرات اكسيد فلزي مكانيسم اثر مشابهي دارند همان
نانوذرات طور كه در تحقيقات پيشين بيان شده است 

 سي و ترجمه اختلال ايجاد مي كننداكسيد فلزي در رونوي
 DNA  همچنيين نانوذرات مي توانند شكستگي  ). 25(

 ). 9(بگذارند تك رشته اي را القاء كرده و در بيان ژن اثر 
نانوذرات  ژنوتوكسيك اثر تعيين منظور به نيز اين تحقيق
 O157:H7باكتري اشريشياكلي سويه روي بر اكسيد مس

  . گرفت به عنوان مدل براي باكتريهاي گرم منفي صورت

 واكنش در رفته كار به پرايمر 14 مجموع از راستا اين در

RAPD-PCR  ژل تصوير در باند يا فقدان وجود 

 توالي روي تغيير ايجاد از حاكي ) 6و 5و 4شكلهاي (

DNA كه طوريه ب .باشد مي اكسيد مس نانوذرات توسط 

 نكرده شناسايي را هدف تواليهاي پرايمرها از زيادي تعداد

 ژل روي باند فقدان و ردنك پيدا تكثير مربوطه قطعه لذا و

تفاوت بين باندهاي  .در تحقيثق حاضر موجود بود آگارز
ده شده در گروههاي تيمار شده و كنترل باكتريها مشاه

حاكي از آن است كه تواليهاي هدف پرايمرها دستخوش 
تغييراتي در باكتريهاي تيمار شده، گرديده اند كه باعث 

به   PCRتفاوت در اتصال پرايمرها و تكثير قطعات در 
دليل اين موضوع مي تواند كه  واسطه آنها شده است

ايجاد جهش مستقيم يا غيرمستقيم ناشي از  احتمالاً
 مس بوده و يا همان توسط نانوذرات اكسيد ، DNAروي

گزارش كرده   2007و همكارانش در سال  پالطوري كه 
اند بخاطر ايجاد اختلال در مكانيسم همانندسازي توسط 

DNA صحت  بطوريكه احتمالاً. مي شود پليمراز
در خلال گونه  همانندسازي را مختل مي نمايد تا بدين

ايجاد شود كه  DNAهمانندسازي تغييراتي در تواليهاي 
منجر به بروز تفاوت در تواليهاي هدف مورد اتصال 

نانوذرات اكسيد مس  .)19( مي شود RAPDپرايمرهاي 
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ك رشته اي ت DNA شكستگي در يمي توانند باعث القا
بنابراين نانوذرات سبب  ).7( شده و در بيان ژن اثر بگذارند

كروموزومي باكتري  DNAات گسترده اي در ساختار تغيير
ايجاد كند مي شود و  DNAكه شكستگيهايي در مولكول 

از آنجايي كه اين قطعات به صورت تصادفي ايجاد شده اند 
بسياري از اين قطعات توسط پرايمرها شناسايي نشده و 

نانوذرات همچنين سبب اختلال در ژنهايي . تكثير نشدند
وكارهاي رونويسي و همانندسازي را مي شوند كه ساز

فعاليت و توالي بازهاي پروموترها نيز . كنترل مي كنند
مي تواند بر  ثير نانوذرات قرار گرفته و خصوصاًأتحت ت

پليمراز براي باز كردن مارپيچ و انجام  RNAروي توانايي 
در واقع هر عاملي كه به . ثير بگذاردأنسخه برداري ت

DNA ًمي تواند سبب مرگ آن موجود  آسيب زند اساسا
  .  زنده شود

 Bondarenkoدر  ميلادي، 2012در سال  و همكارانش
با آمين و  تحقيق خود بيان نمودند نانوذرات اكسيد مس،

 گروههاي كربوكسيل روي سطح سلولهاي ميكروبي 
 مس در طي واكنش اكسيداسيونواكنش داده و همچنين 

)I(Cu  به)II(Cu،Ros  كه باعث آزاد  توليد مي كنند
شدن راديكالهاي هيدروكسيل مي شود كه به پروتئينهاي 

آسيب رسانده و باعث فعاليت ضد  DNAضروري و 
  ).  22و  7( باكتريايي مي شود

 تحقيق اين در DNA توالي در شده مشاهده تغييرات 

چرخه  و رشد بازدارندگي براي عاملي توانند مي همچنين
 بيان تغيير آن دنباله ب و جهشها بروز طريق از سلولي

). 29( باشند سلولي چرخه كنترل و رشد با مرتبط ژنهاي

و همكارانش نشان داده اند كه   Sondi ،2004 در سال
ر روي آنزيمهاي دخيل در همانند سازي اثر مي بنانوذرات 

بر همين اساس باتوجه به اينكه در اين . )26( گذارند
دسازي با نانوذرات تحقيق باكتريهاي در حال رشد و همانن

، مي توان چنين استدلال كرد كه شده انداكسيدمس تيمار 
در حين همانندسازي و همچنين در مكانيسمهاي  احتمالاً

ترميمي كه توسط آنزيمهاي مرتبط انجام مي گيرد اختلال 
ايجاد مي كند تا موجب جهشهاي متعدد در توالي بازي 

DNA ايجاد جهش  گرفت كه با فلذا مي توان نتيجه .شود
روي توالي ژنهاي درگير در كنترل چرخه سلولي موجب 
كاهش بيان آنها شده و در نتيجه چرخه سلولي متوقف مي 
گردد كه نتيجه مشاهده شده در اين تحقيق نيز كاهش رشد 

  .ييد مي نمايدأباكتريها را نشان داده و مطلب فوق را ت

ات بيشتري اما درمورد استفاده از نانوذرات نياز به تحقيق
ثيرات أتو پيشنهاد مي شود در تحقيقات آينده  .است

استفاده از نانوذرات در سلولهاي يوكاريوتي ، اثرات 
ثير نانوذرات بر أنانوذرات بر روي ژنوم يوكاريوتها و ت

روي سلولهاي سرطاني بررسي شود تا نانوذرات بتواند به 
وني عنوان جايگزيني مناسب براي آنتي بيوتيكها و ضد عف

  .كننده هاي معمول با مضرات پايين باشد

  تقدير و تشكر

به  گروه بيوتكنولوژي دانشگاه دولتي مراغه بدينوسيله از
در تامين پرايمرها و نانوذرات مورد  دليل همكاري صميمانه

  .اري مي گرددزسپاسگ استفاده
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An investigation of the effect of copper nanoparticles on E.coli 
genome by RAPD molecular markers 
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Abstract 
Regarding the bacterial resistence of common antibiotecs and anti-microbial agents , a 
great number of studies have been conducted to discover the recent types of anti-
microbial agents. With the recent developments in nanotechnology, copper has been 
extensively used as nanoparticles against all positive-gram and to negative-gram 
particles due to its low price and high anti-microbial activity. In the present study, 
copper oxide nanoparticles of (<20 nm) have been used to study its effect on the 
genome of Escherichia coli strain O157: H7 as a model for Gram-negative bacteria.To 
this end, the bacteria were first treated with 30 and 60 µg/mL copper oxide 
nanoparticles at the intervals of 2, 4, and 24 hours. and then their DNA were 
extracted.In order to investigate the effects of copper oxide nanoparticles on the 
genome, the chain reaction techniques  of (RAPD-PCR) was employed. Using the 
software NTSYS-PC, the results obtaind from electrophoresis of PCR products on 
agaros gel were  analyzed.The results of the studiy revealed  that  copper oxide 
nanoparticles not only  affects the growth of bacteris but also affect the sequencing of 
genomic DNA and leads to the changes of them in different points. 

Key words: nanoparticles copper oxide , Escherichia coli , Rapid polymerase chain 
reaction (RAPD-PCR) 
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