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های متفاوتي سنتز مي شوند. این تغییرات به دلیل آداپته د که در نتیجه آن پروتئیننکنان ميهای متفاوتي را بیموجودات زنده در شرایط مختلف محیطي ژن. دهیچک

 SBU1  Celeribacterهدف بررسي تغییرات پروتئیني ایجاد شده در باکتری با مطالعه شدن ارگانیسم با شرایط محیطي از قبیل حضور مواد سمي است. این

persicus نگرو خلیج نایبند در محیط حاوی فنانترن به عنوان تنها منبع کربن و انرژی انجام گرفت. برای مطالعه تغییرات ایجاد شده در های ماجداسازی شده از جنگل

چنین حاوی فنانترن کشت داده شد. های کشت پایه معدني حاوی استات سدیم به عنوان شاهد و هم، باکتری در محیطSBU1 C. persicusمحتوای پروتئیني سویه 

ها جداسازی الکتروفورز عمودی پروتئین ، با استفاده ازSBU1  C. persicusاز استخراج پروتئین کل، ارزیابي تغییرات ایجاد شده در محتوای پروتئیني باکتری پس

، دو باند که  SBU1ویهس پروتئیني محتوای در شده ایجاد پروتئیني تغییرات ارزیابي از انجام شد. پس MALDI-TOF-TOF MSو شناسایي آنها توسط روش 

های شناسایي شده شامل یک های آنها شناسایي گردید. پروتئینپروتئین( جداسازی و پروتئینبیان نسبت به تیمار شاهد تغییرات بیشتری را نشان دادند )افزایش میزان 

 .SBU1 Cبیانگر ایجاد تغییرات قابل توجهي در موای پروتئیني باکتری پروتئین کانالي و همچنین پروتئیني با عملکرد ناشناخته بود. به طور کلي نتایج این مطالعه 

persicus  های فنانترن به داخل و . افزایش میزان بیان پروتئین کانالي شناسایي شده، احتمالاً نشان دهده نقش این پروتئین در انتقال مولکولبودپس از مصرف فنانترن
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Abstract. Organisms in different environmental conditions express different genes, which result in different protein 

expressions. These changes result from the adaptation of the organism to environmental conditions such as the presence 

of toxic substances. This study aimed to investigate the changes in protein expression in Celeribacter persicus SBU1 

isolated from Nayband Bay mangrove forests, cultured in the medium containing phenanthrene as the sole source of 

carbon and energy. For this purpose, C. persicus SBU1 was cultured on mineral salt medium containing phenanthrene 

and sodium acetate as treatment and control, respectively. After the extraction of total protein, changes in protein 

expression were evaluated by SDS-PAGE. Proteins were identified by MALDI-TOF-TOF MS. After evaluating 

changes in protein content, two bands which showed greater variation in comparison with the control treatment 

(increased protein expression) were detected. The identified proteins included one ligand-gated channel protein and one 

unknown protein. In general, the results of this study showed significant changes in the protein content of C. persicus 

SBU1 after using phenanthrene. The up-regulation of ligand-gated channel protein signified the role of this protein in 
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phenanthrene molecules transport in and out of the cells. 
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 مقدمه   
 Polycyclic) ایحلقهچند آروماتیک هایهیدروکربن   

Aromatic Hydrocarbons, PAHs )ماکرومولکول از گروهي-

 تراتوژني زا،جهش خواص دارای و داشته بالایي سمیت که هستند ها

 مختلف هایفعالیت دلیل به اخیر هایدهه در. هستند زایيسرطان و

 از مختلفي مناطق در و شده زیست محیط وارد ترکیبات این انساني

 سنجش زیرزمیني هایآب و رسوبات خاک، سطحي، هایآب قبیل

دستخوش  یطدر مح PAHs چهاگر. (Qin et al., 2017) اندشده

 شیمیایي و نوری تجزیه تبخیر، جذب، قبیل از مختلفي هاییدهپد

 .است ترکیبات این تجزیه روش ترینمهم زیستي تجزیه شوند،مي

 پالایيزیست در هایکروارگانیسماستفاده از م ینهکه در زم يمطالعات

 روش این است داده نشان است، شده انجام مختلف محققین توسط

 Ugochukwu) است ترکارآمد و ترارزان هاروش دیگر به نسبت

& Fialips 2017; Yuan et al., 2001.) زیادی تعداد شناسایي 

 توسعه به منجر ،PAHs یستيز یهتجز یيبا توانا هاباکتری از

و  یجرا يبه روش یلتبد یفناور ینشده و ا پالایيزیست تکنولوژی

 چنینشده است. هم PAHsمناطق آلوده به  یهکارآمد در تصف

-جنگل از شده خالص هایباکتری از استفاده مورد در نیز مطالعاتي

 Chang)انجام شده است  PAHs یستيز یهمانگرو جهت تجز های

et al., 2008; Guo et al., 2005; Ke et al., 2003; Li et al. 

2010; Tam et al., 2002; Tian et al., 2008; Yu et al., 

2005; Zhou et al., 2008). 

 مختلفي هایژن محیطي مختلف شرایط در زنده موجودات بدن   

-مي تولید نیز متفاوتي هایپروتئین آن نتیجه در که کنندمي بیان را

 یطبا شرا یسمنآداپته شدن ارگا یلبه دل تواندمي تغییرات این. شود

. (Kim et al., 2004)باشد  يحضور مواد سم یلاز قب یطيمح

 یلدخ PAHs یستيز یهدر تجز يمختلف هایپروتئین و هاآنزیم

 که شوندمي یافت زماني تنها هاپروتئین و هایمآنز ینهستند و ا

 امروزه .گیرند مي قرار ترکیبات این حاوی هایمحیط در هاسویه

-به و محیطي میکروبیولوژی در متابولومیکسي و نيپروتئی مطالعات

و  یافته ایویژه اهمیت پالایيزیست و زیستي تجزیه زمینه در ویژه

 ;Keum et al., 2008)استفاده از آن رو به گسترش است 

Nesatyy & Suter 2007). در شده ایجاد تغییرات مطالعه 

 معرض در نگرفت قرار از پس هامیکروارگانیسم پروتئیني محتوای

 مطالعات و بوده جدید رویکردی هیدروکربني هایآلاینده

 مطالعات از است، گرفته صورت زمینه این در محدودی

 PAHsکننده  یهتجز هایسویه روی بر شده انجام پروتئومیکسي

 .Mycobacterium sp یبه مطالعات انجام شده رو توانيم

KMS  وNovosphingobium pentaromativorans US6-1 

با  (Liang et al., 2006; Yun et al., 2014)اشاره کرد 

 در گرفته قرار هایباکتری در شده ایجاد پروتئیني تغییرات شناسایي

 هایمکانیسم زمینه در بهتری درک به توانمي PAHs معرض

 افزایش موجبات امر این. رسید هاباکتری توسط PAHs مصرف

 ,.Wei et al) کند مي فراهم را کننده تجزیه عنوان به آنها کارایي

2017) . 

 نیمه و گرمسیری مناطق درصد 75 تا 60در مانگرو هایجنگل   

 مي ایفا پیرامون محیط در را مهمي نقش و دارند وجود گرمسیری

 دریایي جانوران از بسیاری مثل تولید و تغذیه در اکوسیستم این. کنند

 حفاظت نیازمند و ودهب ساحلي حساس مناطق جمله از و داشته اهمیت

 ،است ياز مواد آل يو غن يمانگرو گل های. بستر جنگلهستند جدی

 موجب به و آلي هایآلاینده شدنانباشته  یبرا يمکان مناسب یجهدر نت

از  یکيکننده آنها است. فنانترن  یهتجز هایمیکروارگانیسم رشد آن

 بوده و توسط آژانس حفاظت از PAHsشناخته شده  یبترک 16

از مطالعات  یاریدر بس یبترک ینشده است. ا يمعرف یستز یطمح

 تاکنون آنکه بهمدل مطالعه شده است. باتوجه  یببه عنوان ترک

 هایباکتری پروتئیني محتوای شده ایجاد تغییرات مورد در ایمطالعه

 با مطالعه این است، نگرفته صورت ایران در PAHsکننده  یهتجز

  SBU1باکتری در شده ایجاد ئینيپروت تغییرات بررسي هدف

Celeribacter persicus مانگرو  یهاجنگل از شده یجداساز

 یفنانترن به عنوان تنها منبع کربن و انرژ یحاو یطمح در بندینا جیخل

 انجام شده است. 

 هاروش و مواد   
 تهیه سویه باکتری

 از شده سازیجدا SBU1  Celeribacter persicusباکتری   

 شگاهیاز آزما نایبند، خلیج مانگرو هایجنگل رسوبات

. دیگرد هیتهران ته يبهشت دیدانشگاه شه يصنعت یولوژیکروبیم
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 طیمح تریل يلیم 50 یحاو ارداریش یهاشده در ارلن  هیته هیسو

 و rpm 140تواتر  با دارکریش انکوباتور یرو براث نتینوتر کشت

 هایباکتر ،رشد زا پس. شد یگرماگذاردرجه سانتیگراد 35 یدما

 داده رسوب Hermle Z323K دارخچالی وژیفیسانتر از استفاده با

 .شد استفاده کشت یهاطیمح حیتلق جهت آنها از و شدند

 .SBU1 Cتغییرات ایجاد شده در محتوای پروتئینی باکتری 

persicus  حاوی فنانترنکشت در محیط  

فنانترن  یستيز هیدر تجز یلدخ هایپروتئین شناسایي منظور به   

کشت  یطاز دو نوع مح SBU1 C. persicus یباکترتوسط 

 .یداستفاده گرد

 محیط کشت پایه معدنی حاوی فنانترن -الف 

 فسفات، هیدروژن پتاسیم دی گرم 5/0 حاوی معدني پایه محیط   

 میلي 1 همچنین و آهن سولفات گرم 01/0 آمونیوم، کلرید گرم 1

 شده فیلتر دریای آب لیتر میلي 1000 رد میکرو عناصر محلول لیتر

(ppt40 )کلرید گرم میلي 70 شامل میکرو عناصر محلول. بود 

 کبالت، کلرید گرم میلي 200 منگنز، کلرید گرم میلي 100 روی،

 II، 50 مس کلرید گرم میلي 20 نیکل، کلرید گرم میلي 100

 میلي 10 سدیم، سلنیت گرم میلي 26 سدیم، مولیبدات گرم میلي

 لیتر میلي 1 سدیم، ولفرامات گرم میلي 30 سدیم، وانادات گرم

 بود مقطر آب لیتر میلي 1000 در درصد 25 کلریدریک اسید

(Schlegel, 1992) .یباکتر SBU1 C. persicus  پس از کشت

-یطبه مح nm600OD 2/0 یيبراث با کدورت نها ینتنوتر یطدر مح

 سپس. گردید تلقیح فنانترن mg.l 1000-1 یحاو يمعدن یهپا های

 یکردور ش بادرجه سانتیگراد  35 یهفته در دما یکبه مدت  هاارلن

rpm 140 زمان انکوباسون  یانشدند. پس از پا یگرماگذار

 دقیقه15 به مدت 8000دور  دارخچالی یفیوژسانتر بوسیله هایباکتر

 آب توسط مرتبه دو ها باکتری سپس. شدند داده رسوب

 یحاو یدجد يمعدن یهکشت پا هایمحیط به و شسته، دریایاستریل
1-mg.l 1000 تلقیح( پروتئیني تغییرات مطالعه)جهت  فنانترن 

درجه  35 یهفته در دما یکبه مدت  هاارلن سپس. شدند

دوره  یانشدند. در پا یگرماگذار rpm 140 یکربا دور ش سانتیگراد

ده، و از آنها رسوب دا یخچالدار یفیوژبا سانتر هایباکتر یونانکوباس

 .SBU1 C یباکترشده در  یجادا ینيپروت ییراتمطالعه تغ یبرا

persicus شد استفاده فنانترن مصرف از پس. 

 محیط کشت پایه معدنی حاوی استات سدیم  -ب

روش ذکر شده در بخش  مطابق SBU1 C. persicus یباکتر   

 g.l 10-1 یحاو يمعدن یهکشت پا یطالف کشت و سپس به مح

به  هابه عنوان تنها منبع کربن اضافه شدند. سپس ارلن یمات سداست

 rpm یکردور ش بادرجه سانتیگراد  35 یهفته در دما یکمدت 

 هایزمان انکوباسون باکتر یانشدند. پس از پا یگرماگذار 140

 داده رسوب یفهدق 15به مدت  g 8000با دور  یفیوژتوسط سانتر

شسته شده  یلاستر دریا آب وسطت مرتبه دو هاباکتری سپس. شدند

با  یماستات سد یحاو یدجد يمعدن یهکشت پا یهایطو به مح

هفته در  یکبه مدت  هاشدند. سپس ارلن یحتلق g.l 10-1غلظت 

 یگرماگذار rpm 140 یکربا دور ش درجه سانتیگراد35 یدما

 یفیوژها توسط سانتر یباکتر یوندوره انکوباس یانشدند، در پا

 تغییراتمطالعه  یرسوب و از آنها به عنوان شاهد برا یخچالدار

 از پس SBU1 C. persicus یباکترشده در  یجادا پروتیني

 .شد استفاده فنانترن مصرف

 استخراج پروتئین

 ®Trizolبا استفاده از  ینيپروتئ یکل محتوا استخراج   

Reagent  .انجام شدmg 100 به  یباکترml 1  محلولTRIzol 

Reagent انجام شد. پس  هایکردن باکتر یزهافه و سپس هموژناض

 ایزوپروپیل کردن اضافه با هاپروتئینDNA و  RNAاز رسوب 

رسوب داده  هایپروتئین .شدند داده رسوب سانتریفیوژ و الکل

در  M 3/0 یدروکلریکه یدینگوان یشده توسط محلول حاو

وب داده رس یفیوژو سپس توسط سانتر سه مرتبه شستشو 95% اتانول

 شدند.

 غلظت سنجی پروتئین 

با استفاده از آزمون بردفورد انجام شد.  هانمونه سنجي غلظت   

 و( BSA) یسرم گاو ینآزمون از پودر آلبوم ینانجام ا یبرا

-محلول (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)محلول بردفورد 

و با استفاده از  یهبا غلظت مشخص ته ینياستاندارد پروتئ های

غلظت شدند  یینتع nm595 گاه اسپکتروفتومتر در طول موج دست

(Bradford, 1976).  

  پروتئینی هاینمونه الکتروفورز

 ساخته استاندارد جدول از استفاده با %15 آمیداکریلپلي هایژل   

. شد استفاده mm1 اسپیسر و cm15 ×15  ابعاد با ژل قالب. شدند

 ژل از هانمونه گذشتن زمان تا تول 70 اولیه ولتاژ با الکتروفورز

 µg. گردید انجام (BioRad) ولت 100 نهایي ولتاژ و استکینگ

ژل  یپس از مخلوط شدن با بافر نمونه بر رو یماراز هر ت 25
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 Thermo Scientific PageRuler Plusالکتروفورز شدند و از

Prestained Protein Ladder يوزن مولکول یینجهت تع 

 رنگ در ژل، آمیزیرنگ برای .شد استفاده ژل روی بر هاینپروتئ

 داده قرار شیکر روی ساعت 2 مدت به و شده ورغوطه بلوکوماسي

 -متانول -آب محلول از استفاده با بریرنگ یمرحله سپس. شد

 . شد انجام شیکر روی بر استیک یداس

 شناسایی پروتئین ها

 نظر مورد های اندب جرمي، سنج طیف وسیله به شناسایي منظور به  

 جداشده پروتئیني هایباند. شدند جدا شده آمیزی رنگ ژلهای از

 سنج طیف توسط تجزیه برای سپس و شستشو خالص آب با بار سه

 انگلستان یورک دانشگاه به MS MALDI-TOF-TOF جرمي

 از استفاده با جرمي سنج طیف از حاصل هایداده. شدند فرستاده

 قرار آنالیز مورد NCBI اطلاعاتيک و بان MASCOTافزار  نرم

 .گرفتند

 

 نتایج   

 نتایج الکتروفورز پروتئینها بر روی ژل 

 شده از نمونه  استخراج هایپروتئین الکتروفورز انجام از پس   

 پروتئیني محتوای داد نشان نتایج فنانترن، با شده تیمار نمونه و شاهد

 عکس. دارد وجهيت شایان تفاوت شاهد به نسبت شده تیمار سویه

. است شده آورده 1شکل در شده مشاهده پروتئیني تغییرات و ژل

 شاخص شاهد به نسبت که پروتئیني باند دو مشاهده تغییرات میان از

 .شدند جدا ژل روی از ها پروتئین شناسایي جهت بودند تر

 پروتئین های شناسایی شده 

 MS يجرم سنج طیف توسط شده آنالیز پروتئیني باندهای   

MALDI-TOF-TOF سنج طیف از حاصل هایداده یزو آنال 

و بانک  MASCOTجستجوگر  موتور از استفاده با جرمي

 .است شده آورده 1 جدول در NCBI اطلاعاتي

 بحث   
-آنزیم و بوده پیچیده هایدر باکتر PAHs یکيکاتابول هایمسیر   

 پس هایکتردر با يمختلف ییراتتغ .هستند دخیل آن در مختلفي های

 آنها ترینمهم از که شودمي ایجاد مواد این معرض در گرفتن قرار از

خارج  ،PAH یسممرتبط با کاتابول هایژن بیان افزایش توانمي

 هافسفات پلي ها،دهنده انتقال انواع ،ATP یدفعال، تول یژنکردن اکس

 های سویه. (Seo et al., 2009)و... اشاره کرد  یانرژ یرهو ذخ

به  توانمي آنها از که است شده مطالعه زمینه این در کنون تا مختلفي

 Brevibacillus یمطالعات انجام شده رو

brevis،Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (Kim et 

al., 2004)، Mycobacterium sp. JS14 (Lee et al., 2007)، 

Maycobacterium sp. strain 6PY1 (Krivobok et al., 

2003)، Sphingomonas sp. strain CHY-1 (Demaneche 

et al., 2004) یهاشاره کرد. در مطالعه حاضر از سو SBU1 C. 

persicus استفاده  بندینا جیمانگرو خل یهاشده از جنگل یجداساز

 نیتوسط ا PAHs يستیز هیدر مورد تجز شد. از مطالعات انجام شده

 Celeribacterتوسط فلورانتن  يستیز هیبه تجز توانيم سرده

indicus P73 (Cao et al., 2015) استخراج از پس. کرد اشاره 

کشت داده شده در  SBU1 C. persicus یباکتر هایپروتئین

استات به  یحاو یطتنها منبع کربن و مح عنوانبه فنانترن یحاو یطمح

که نسبت به  هایيباند داد، نشان هاژل یزیعنوان شاهد، رنگ آم

( ینپروتئ یزانم یش)افزا دادنديرا نشان م یشتریب ییراتتغهد شا یمارت

نشان داد باند  یج. نتایدگرد یيآنها شناسا هایپروتئین و جداسازی

با  ینيپروتئ 2که باند شماره  ياست در حال يکانال ینيپروتئ 1شماره 

 دارای ایحلقهچند آروماتیک ترکیبات. استکرد نامشخص عمل

Kow (octanol/water partition coefficients ) بالای مقادیر

 به توجه با نتیجه در گیرند،مي قرار آلي فاز در آساني به بنابراین بوده،

 مواد تجمع برای محلي سلولي غشاء در هافسفولیپید داشتن قرار

 شودمي فراهم حلقوی ترکیبات و هاآلکان قبیل از آبگریز

(Sikkema de Bont & Poolman, 1994; White et al., 

 یابه روش فعال و  تواندمي سلول داخل به آبگریز مواد انتقال .(1981

 یقبه طر n-hexadecane است کهدهش یانفعال انجام شود. ب یرغ

. (.Finnerty & Singer, 1985شود )يفعال به داخل سلول وارد م

به داخل سلول انجام  ینمورد انتقال نفتالهم در  یمطالعات محدود

 غیر صورت به نفتالین شده است که ذکربه عنوان مثال  ست،شده ا

که  يدر حال( Bateman et al., 1986) شودمي سلول وارد فعال

 وارد فعال انتقال طریق از نفتالین که دیگری آمده استگزارش  در

شود يم  Pseudomonas flurescense Uper1سویه

(Whitman et al., 1998)یزن دیگریده مطالعات انجام ش یج. نتا 

فعال فنانترن  یربه صورت غ P. fluorescens LP6aنشان داد که 

 فنانترن غشایي هایجذب و به صورت فعال توسط پمپ یطرا از مح

کند مي تنظیم را سلولي داخل فنانترن غلظت و خارج را اضافي

(Bugg et al., 2000) .فعال انتقال نقش که کردند بیان محققین این 
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)دارای فنانترن به عنوان  بلو برای نمونه شاهد )دارای استات به عنوان تنها منبع کربن و انرژی( و تیمارکوماسي بریلینت با رنگ آمیزی شده  SDS-PAGE -1شکل

 در باند های نشان گذاری شده شناسایي شدند.پروتئین های موجود تنها منبع کربن و انرژی(. 

Fig. 1. SDS-PAGE stained by Coomassie Brilliant Blue for the control sample (acetate as the only source of carbon and 

energy) and the treatment sample (phenanthrene as the sole source of carbon and energy). Proteins in the labeled bands 

were identified. 

 
 

  .MS MALDI-TOF-TOFجرمي سنج شده توسط طیفپروتئیني آنالیز  باند های -1 جدول

Table 1. Protein identification by MALDI-TOF-TOF spectrometry. 

 
 شماره ثبت/ گونه نام و نوع عملکرد پروتئین شماره باند پروتئیني

1 ligand-gated channel protein gi|343805744 from Marichromatium purpuratum 984 

2 hypothetical protein HP15_3186 gi|504391294 from Marinobacter adhaerens 

gi|311696077 from Marinobacter adhaerens HP15 

 

 

 کمتر یحلقو یباتترک در سلول از خارج به حلقوی ترکیبات

 یشترکه ب ینمانند نفتال یحلقو یباتبا ترک یسهمحلول در آب در مقا

در  efflux pumps يبه طور کل است. یشتردر آب محلول هستند ب

  سلول از خارج به سمي ترکیبات کردن خارج برای روشي هاسلول

 در مهمي نقش سلول از خارج به مواد فعال انتقال اهمیت. است

 انتقال اهمیت. کندمي ایفا سمي مواد به باکتری مقاومت افزایش

 ,Nikaido) یيدارو هایمقاومت در سلول از خارج به مواد فعال

حائز  یمیایيش هایحلال به مقاوم هایباکتری چنینو هم (1996

 مطالعه. در (Sikkema & Poolman, 1994)است  یتاهم

 شده شناسایي کانالي پروتئین بیان افزایش دلایل از یکي حاضر،

در انتقال فنانترن به داخل و  ینپروتئ یننشان دهنده نقش ا تواندمي

 خارج از سلول باشد.  یا
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 گیرییجهنت   

قادر به  SBU1  Celeribacter persicusهیسونشان داد  یجنتا   

 یهاست. پس از تجز یفنانترن به عنوان تنها منبع کربن و انرژ یهتجز

 ینيپروتئ یدر محتوا يقابل توجه ییراتتغ یه،سو ینفنانترن توسط ا

 محتوای در شده شناسایي هایپروتئین ترینمهم از داد. یآن رو

بودند،  يکانال هایپروتئین فنانترن، مصرف از پس باکتری يپروتئین

. استانتقال فنانترن  یبرا یشده در باکتر یجادا ییراتتغ یانگرکه ب

 آنها عملکرد تاکنون که شدند جداسازی هایيپروتئین چنینهم

 کلیدی نقش دهندهنشان آنها بیان افزایش ولي است، نشده شناسایي

 ایحلقهچند آروماتیک ترکیبات یستيز تجزیه فرایند در آنها

 است. 
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