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بنزن، تولوئن، اتیل بنزن و ( BTEX ترکیبات .باشد می انسانآلودگی آب یکی از مهمترین مشکلات  -چکیده
این این بنابر .رسیده استزایی آنها بر انسان به اثبات  اي در صنعت دارند و اثرات سرطان کاربرد گسترده) زایلن

یی که ها سامانه. داراي اهمیت زیادي هستند) ترکیبات آروماتیک محلول در آب(ي آب ها بخش از آلودگی
قیمت  نابسیار گر از قبیل کروماتوگرافی گازي ،تشخیص دهند یرا در منابع آب BTEXوجود ترکیبات  قادرند
ي بسیار ها یی که براي آنالیز با سامانهها داد نمونهکاهش تع برايتري  ي سادهها پس به سامانه ؛هستند
 زیست گزارشگرها زیرگروهی از زیست حسگرها. باشد می نیاز شک و تردید است،به آنها نسبت تر  قیمت گران

یک  .گیرند می مورد استفاده قرارشیمیایی ها و مواد  باشند که جهت حس کردن و بررسی بعضی از پیام می
باشد که از نظر ژنتیکی براي داشتن یک پروموتر  می زنده مانند باکتري یا یک گیاه يزیست گزارشگر موجود

پروموتر در حضور یک سیگنال  يساز فعال. کاري شده است حساس به یک پیام شیمیایی یا فیزیکی دست
گیري  اندازهادر به احساس و قبه وسیله تجهیزات آزمایشگاهی  د کهشو  می منجربه به تولید ژن گزارشگري

به  PtbuA1در این تحقیق یک ژن پروتئین فلورسنت سبز به عنوان ژن گزارشگر در فرودست پروموتر . باشد می
مورد  BTEXاستفاده شده است و پاسخ آن به ترکیبات  Escherichia coliدر  BTEXعنوان پروموتر حسگر 

زمان و . باشد می ر به احساس تولوئنددهند که زیست گزارشگر ما قا می نشان ها یافته. قرار گرفته است یبررس
ساعت بعد از  48و زمان  گراد سانتیدرجه  37دماي  .جهت این زیست گزارشگر به دست آمددماي بهینه نیز 

به عنوان بهترین نیز  BL21 E.coli میزبان. شد انتخابدما و زمان پاسخ زیست گزارشگر بهترین القا به عنوان 
  .میزبان انتخاب شد

  
  .زیست گزارشگر، زیست حسگر، تولوئن :کلید واژگان
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  مقدمه -1
، هاي فسیلی مانند گازوئیل استفاده گسترده از سوخت

 موجبهاي به دست آمده از نفت  بنزین و دیگر سوخت
خطوط انتقال و از  به سبب نشتآلودگی آب و خاك 

زن، تولوئن، اتیل بنزن و بن. ]1[ استده شمخازن سوخت 
هاي فسیلی  از مواد تشکیل دهنده سوخت) BTEX( زایلن

بر  مضربودن اثرات  به دلیل داراکه  ]2[ رایج هستند
از اهمیت  ،محلولیت نسبی در آبو  سلامت انسان

، به عنوان مثال تولوئن داراي ]3[ اي برخوردار هستند ویژه
باشد و باعث آسیب به سیستم  می کبد و کلیهاثر سمی بر 

د صست که راز این رو .]٩- ۴[ دشو میعصبی مرکزي 
ي محیطی جهت تشخیص به موقع وجود ها پیوسته نمونه
ژه آب از اهمیت ویژه اي خاك و به ویدر  ها این آلودگی

بررسی،  که متولیدولتی هاي  اي اجتماع و سازمانرب
 ،آلودگی از منایع آب مصرفی هستند حذف تشخیص و

کارایی بالا و  کروماتوگرافی مایع با .برخوردار است
طور سنجی جرمی به  طیفبا  توأمکروماتوگرافی گازي 

ترکیبات بررسی حضور و سنجش غلظت  برايسنتی 
 اند گرفتهدر آب مورد استفاده قرار هیدروکربنی آروماتیک 

و بهترین روش  و دقیق بوده حساس ها این روش .]2[
   .]1[ اند محیطیي ها سنجش این مواد در نمونه

ها  و وابسته بودن این روش حجیم بودنبودن، قیمت  گران
 ،متعددي ها به کارشناسان ماهر و لزوم بررسی نمونه

ها را در مناطق نزدیک به محل  از این روشاستفاده 
یک استفاده از غیرممکن کرده است و لزوم  برداري نمونه

جهت محدود کردن تعداد تر و ارزانتر  روش ساده
 ید مورد آزمایش قراریی که براي تجزیه نهایی باها نمونه
زیست حسگرهاي  .رسد امري ضروري به نظر می ،گیرند

ي ها میکروبی یکی از جدیدترین ابزار مولکولی در بررسی
حسگرها که  دسته از زیست این ]12-10[محیطی هستند 

 برايبه دفعات  ،شوند می زیست گزارشگر نیز نامیده
 ها و همچنین و سنجش انواعی از هیدروکربون گیري اندازه

 اند مورد استفاده قرار گرفتهو  شده ساخته BTEX ترکیبات
 با استفاده از پلازمید نیزدر این گزارش . ]3،13-16[

pGEM-7Zf(+) فاکتور فعال کننده رونویسی که در آن 
tbut  تولوئن و بنزن مسیر مصرف ازکه )tbu( باکتري در 

Ralstonia pickettii PKO1  انتخاب شده و به آن وارد
 neomycinتحت کنترل پروموتر شده بود و بیان آن 

phosphotransferase (nptII)  شد می انجامبه طور پیوسته 
به عنوان پروموتر که  PtbuA1پروموتر  با به کارگیري و

یک پلازمید  ،قرار داده شده بود gfp گزارشگر ژن براي
باکتري نوترکیب ساخته و با انتقال آن به درون 

Escherichia coli یهسو BL21  یک زیست گزارشگر
  . ه شدساخت

نحوه عملکرد این توالی به نحوي است که با ورود 
که  TbuTبه درون سلول و اتصال آنها به  BTEXترکیبات 

شود، این فاکتور رونویسی  می به طور داثم در سلول تولید
 PtbuA1شود و با اتصال به منطقه پروموتري  می فعال

پلیمراز  RNAسبب شناسایی این پروموتر توسط آنزیم 
گردد که  می و شروع رونویسی از آن ۵۴σحد اوداراي زیر
و نشر نور سبز از جمعیت  GFPسبب تولید این امر 

گردد که تحت تابش نور فرابنفش قرار  می ییها باکتري
بررسی این اولین بار است که گزارشی مبنی بر . اند گرفته

ان بیبه تفصیل   Escherichia coli چنین توالی در باکتري
توان اطلاعاتی را مبنی  می و با استفاده ار این نتایج میشود

که از گزارشگرهایی  بر پاسخ زیستباکتري بر اثر نوع 
  .به دست آورد ،اند یک سیستم ژنتیکی ساخته شده

 
  ها مواد و روش -2
  مواد -2-1

) Genecust(توالی طراحی شده توسط شرکت ژنکاست 
، (+)pGEM-7Zfو درون پیکره ناقل  ساخته شد فرانسه

 باکتري .رار داده شدق BamHIو  XhoIبین جایگاه برش 
E. coli BL21-DE3  ،E.coli DH5α و E.coli JM109  از
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تمامی مواد . خریداري گردید) Novogene(شرکت نواژن 
 آگار، اعم از ي کشت باکتريها تشکیل دهنده محیط

NaClمرك از شرکت  ، تریپتون و عصاره مخمر)Merck (
میلی  2(محلول استاندارد تولوئن  .آلمان خریداري شد

 آلدریچ -از شرکت سیگما) تولوئن در متانول مولار

)Sigma- Aldrich( نظر  خریداري شد و به میزان مورد
 .رقیق گردید

  
 طراحی توالی -2-2

 1 توالی مورد نظر به ترتیب نشان داده شده در شکل
توالی خاتمه دهنده  T7- terکه در آن ساخته شد 

پیکره پلازمید  از است که توالی آن T71رونویسی 
pET28a-c(+)  گرفته شده است که به صورت دو تکرار

جهت مخالف  و در دومتوالی پشت سر یکدیگر جفتی 
بانک ژنی با عدد دسترسی  از tbuT توالی. اند قرار گرفته

AF100782.1  انتخاب شد و در همان جهت مشخص
 ژن توالی پروموتري .شددر توالی قرار داده  شده در شکل
با عدد دسترسی  II2فسفوترانسفرازنئومایسین 
AF080390.1 توالی به عنوان پروموتر  از بانک ژنیtbuT 

درون توالی طراحی  tbuTو در جهت توالی  انتخاب شد
با عدد  PtbuA1توالی پروموتري  .شده قرار داده شد

و در جهت  از بانک ژنی انتخاب شد U04052.1دسترسی 
نه وگ همان IIژن نئومایسین فسفوترانسفراز مخالف پروموتر 

ده شده است در توالی مربوطه جاي اد که در شکل نشان
   .داده شد

با عدد  از بانک ژنی gfpتوالی بخش ترجمه شونده ژن 
با این تفاوت که در  انتخاب گردید X83959.1دسترسی 
که به  Ser 65→ The و Phe 64→Leuي ها آن جهش

طول  3قرمز یو جابجاب پذیري انحلالافزایش  سببترتیب 
از  )GFP( 4تحریک پروتئین فلورسانس سبزحد اکثر موج 

                                                             
1 T7 transcription terminator 
2 Neomycin phosphotransferase II (nptII) 
3 Redshift 
4 Green Fluorescence Protein (GFP) 

 .ده بودشاعمال  ]17[گردد  می نانومتر 490به  نانومتر 395
و در همان جهت  PtbuA1این توالی در فرودست توالی 

که  ]18[ 5کننده ترجمه تقویتیک توالی . رار داده شدق
در حدفاصل بین  آورده شده است 2 توالی آن در شکل

gfp  وPtbuA1 تقویتیک توالی  قرار داده شد که داراي 
در فاصله بهینه  6نده ترجمه و یک محل اتصال ریبوزومنک

که  T1-terتوالی . باشد می gfpاز کدون آغاز ترجمه 
در انتهاي  باشد می T1 رونویسی دهنده خاتمه دهنده نشان
gfp که توالی آن از بانک ژنی با عدد  قرار داده شد

توالی خاتمه دهنده  .گرفته شد AY243506.1دسترسی 
جلوگیري از هر گونه رونویسی  براي T7/SP6رونویسی 

 T1-terپس از  gfpرونویسی خواسته در جهت مخالف نا
لازم به  .عکس آن در توالی قرار داده شدولی در جهت 
بیان در میزبان  براي tbuTو  gfp کدون ذکر است که

E.coli قبل از توالی خاتمه دهنده  .شد بهینهT7  محل
در سر و  XhoI 7محدود کننده برش قابل تشخیص با آنزیم

محل برش قابل تشخیص با سر دیگر توالی طراحی شده 
   .قرار داده شد BamHI آنزیم محدود کننده

  
و الحاق توالی به  (+)pGEM-7Zfساختار ناقل  -2-3

  درون ناقل
و همچنین ساختار منطقه  (+)pGEM-7Zfنقشه ناقل 

آورده شده  3آن در شکل  )MCS( 8کلونسازي چندتایی
توالی طراحی شده پس از ساخت با استفاده از . است
بریده شد و به درون ناقل  XhoI و BamHIهاي  آنزیم

pGEM-7Zf(+) ها برش  اي که با استفاده از همین آنزیم
و پلازمید نوترکیب حاصل  داده شده بود انتقال داده شد

ASLI pGEM-7Zf(+) - نام گرفت.  
  

                                                             
5 Translational Optimizing sequence 
6 Ribosome binding site (RBS) 
7 Restriction enzyme 
8 Multiple Cloning Site (MCS) 
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خاتمه دهنده T1است،  T7اتمه دهنده رونویسی خ T7توالی طراحی شده به طور کامل در شکل نشان داده شده است که در آن   1شکل 

، TbuT ، ژنGFPبه ترتیب ژن PtbuA1 و  gfp ،tbut ،PnptII. است T7/SP6اتمه دهنده رونویسی خ T7/SP6است،  T1رونویسی 
  .قرار دارد PtbuA1و  gfpبین  توالی تقویت کننده ترجمه در. باشند می tbuA1و پروموتر  II پروموتر نئومایسین فسفوترانسفراز

 

 
و محل اتصال ریبوزوم ) Translational enhancer(توالی تقویت کننده ترجمه که عبارت است از توالی تسهیل کننده ترجمه   2شکل 

)RBS( این توالی قبل از کدون . دهد می است را نشانATG  آغاز توالی کد کنندهGFP  قرار داده شده است و در دوطرف آن محل برش
 .قرار دارد NoteI و NdeIهاي محدودکننده  با آنزیم

  

  
 B. نمایش داده شده است lacZآن به عنوان بخشی از ژن  MCS دهد را نشان می (+)pGEM-7zfنقشه حلقوي پلازمید  A  3شکل 

.دهد هاي محدود کننده را به تفصیل نشان می هاي قابل شناسایی با هر یک از آنزیم باشد و موقعیت محل با وضوح بیشتر می MCS دهنده نشان
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با استفاده از  E.coliنمودن باکتري  1ترایاخته -2-4
  pGEM-7Zf(+)-ASLIپلازمید نوترکیب 

هاي باکتریایی مورد نظر،  ابتدا از هر یک از سویه
به روش شیمیایی آماده  DNAهاي مستعد دریافت  باکتري

هاي مستعد به طور جداگانه با استفاده از  باکتري. ]19[شد 
pGEM-7Zf(+)-ASLI ترایاخته  2به روش شوك حرارتی

ها با روش  ترایاخته شدند و ترایاخته شدن باکتري
 .یید قرار گرفتأاستخراج پلاسمید مورد ت

 
یی که داراي خاصیت زیست ها نیوانتخاب کل -2-5

  باشند می حسگري
%  5/0 ،پپتون% NaCl، 1% 1محیط کشتی که حاوي 

 بود ماده تولوئن میکرومولار 70و  آگار% 1 ،عصاره مخمر
یی که ترایاخته شده ها نیوکل و شد آماده 3در ظروف پتري

درجه  37روز و در دماي  2را در آنها به مدت  شده بودند
زیر ها، نیوو سپس کل داده شدکشت  گراد سانتی

. گرفتمورد مطالعه قرار  میکروسکوپ فلورسانس
براي هایی که داراي خاصیت فلورسانس شده بودند  نیوکل

  .گرفتندبعدي مورد استفاده قرار  هاي آزمایش
  
  جینس مطالعات طیف -2-6

دستگاه فلورسانس شدت فلورسانس با استفاده از 
PerkinElmer  ساخت کشور ایالات متحده آمریکا که

افزار ذخیره اطلاعات روي سیستم عامل  نرممجهز به 
و  نانومتر 488طول موج تحریک  .ثبت شدویندوز بود 

 4واحد فلورسانس نسبی .بود نانومتر 510موج نشر طول 
)RFU (در  ها باکتريه صورت نسبت شدت فلورسانس ب
که به صورت  5مقدار زیست تودهرایط مشخص به ش

گیري  اندازه نانومتر 600موج  طولدر  6دانسیته نوري

                                                             
1 Transform 
2 Heat shock 
3 Petri dishes 
4 Relative Fluorescence Unite (RFU) 
5 Biomass 
6 Optical Density 

  .ریف شدتع شود می
  
  القا هايآزمایش -2-7

به روش اشاره شده  ها درتمامی آزمایش ها باکتريالقاب 
باشد مگر اینکه در جاي دیگري ذکر  می در این قسمت

درجه  37در دماي هاي مورد نظر  سلول. شده باشد
که ) LB( 7لوري و برتانیدر محیط کشت  گراد سانتی

بیوتیک  از آنتیلیتر  میکروگرم در میلی 100 حاوي غلظت
 200 8با سرعت تکان به مدت شب تا صبح آمپسیلین بود

و سپس از محیط کشت  کشت داده شدنددور در دقیقه 
 محیط کشتلیتر  میلی 10درصد به  1مورد نظر به مقدار 

LB هاي  که درون ظرفبیوتیک آمپسیلین  حاوي آنتی
 ،میلی لیتر بودند 80داراي حجم اي در داري که  شیشه

 گراد سانتیدرجه  37و در دماي  تلقیح صورت گرفت

پس از . برسد 1دانسیته نوري حدود به کشت داده شد تا 
مقدار مورد نیاز از محلول  رسیدن به این دانسیته نوري

ت شرایط حزیر هود میکروبی و تمورد نظر  تولوئنالکلی 
استریل به آن اضافه شد و پس از بستن درب ظرف و مهر 

 گراد سانتیدرجه  37 دماي در 9و موم کردن آن با پارافیلم

  .کشت داده شد دقیقهدور در  200با تکان 
 
  RFUسنجش  -2-8

در  ،تولوئنماده  گزارشگر با قا نمودن زیستپس از ال
محیط  از میلی لیتر 1مقدار  پس از القا ساعت 48 زمان

شد و پس از سانتریفیوژ نمودن در  کشت باکتري برداشت
دقیقه محلول رویی دور  10دور در دقیقه به مدت  4000

 10بافر آب نمک و فسفاتاکتري برسوب به ریخته شد و 
)PBS(  دانسیته مقدار  .اضافه گردید لیتر میلی 6به میزان

 نانومتر 600در طول موج کتریایی امخلوط ب نوري
شد و همچنین میزان شدت فلورسانس آن نیز  گیري اندازه

                                                             
7 Luria Bertani 
8 Shaking speed 
9 Parafilm 
10 Phosphate Buffer Saline (PBS) 
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مقدار . شد گیري اندازهتحت شرایط اشاره شده در بالا 
RFU به مقدار دانسیته شدت فلورسانس  باتقسیم نمودن
  .به دست آمد نوري

  
  باکتري بر پاسخ زیست گزارشگر نوعبررسی اثر  -2-9

از باکتري  JM109و  DH5α ،BL21- DE3ي ها یهسو
E.coli داراي  که هر یکpGEM-7Zf(+)-ASLI به ند دبو

 70ظت طور جداگانه کشت داده شدند و پس از القا با غل
و ) تحت شرایط اشاره شده در بالا(تولوئن  میکرومولار
ساعت از القا و کشت تحت شرایط اشاره  48با گذشت 

به طور . هریک از آنها سنجیده شد RFU شده در بالا
ي اشاره ها یههمزمان آزمایش یکسانی براي هر یک از سو

هیچ القایی  با این تفاوت که ،شده در بالا نیز انجام شد
مقدار . یکسان بودصورت نگرفت ولی تمامی مراحل 

RFU  اي که تحت این شرایط به دست آمدRFU0   نامیده
 RFU0به  RFUنسبت حاصل از تقسیم . شد

)RFU/RFU0( و مقدار آن براي  نامیده شد 1نسبت القا نیز
  .جداگانه گزارش شد ها یهبراي هریک از سو

  
  زیست گزارشگرثر دما بر پاسخ بررسی ا -2-10

 pGEM-7Zf(+)-ASLIکه داراي اي  BL21-DE3 یهسو
 70مانند روش اشاره شده در بالا با غلظت بود 

در سه ساعت  48و به مدت تولوئن القا شد  میکرومولار
به طور   گراد سانتیدرجه  37و 30، 25دماي مختلف 

کشت داده  دور در دقیقه 200جداگانه با سرعت تکان 
براي آن محاسبه و نسبت القا RFU،  RFU0مقدار  .شد

  .گردید
  
بررسی اثر محیط کشت بر پاسخ زیست  -2-11

  گزارشگر
  pGEM-7Zf(+)-ASLIکه داراياي  BL21-DE3سوش 

                                                             
1 Induction ratio 

 70بود مانند روش اشاره شده در بالا با غلظت 
ساعت در سه  48تولوئن القا شد و به مدت  میکرومولار

 2x YTو  (TB) 2ت، تریفیک براLBمحیط کشت مختلف 
YT  به طور جداگانه کشت داده شد و نسبت القا براي آنها

  .شد محاسبه
  

ثر مرحله رشد باکتري بر پاسخ زیست بررسی ا -2-12
  گزارشگر

 pGEM-7Zf(+)-ASLI ي که دارايا BL21-DE3 سوش

که  LBدر محیط کشت  گراد سانتیدرجه  37در دماي  بود
بیوتیک  آنتیاز لیتر  میکروگرم در میلی 100حاوي غلظت 

 200آمپسیلین بود به مدت شب تا صبح با سرعت تکان 
دور در دقیقه کشت داده شد و سپس از محیط کشت 

میلی لیتر محیط کشت  10درصد به  1مورد نظر به مقدار 
LB  حاوي آنتی بیوتیک آمپسیلین که درون ظرفهاي شیشه

لیتر بودند تلقیح  میلی 80اي در داري که داراي حجم 
کشت  گراد سانتیدرجه  37رفت و در دماي صورت گ

  12/1و  7/0، 4/0، 3/0، 1/0داده شد تا به  دانسیته نوري 
و در این مرحله مانند روش اشاره شده در بالا با  برسد

 48تولوئن القا شد و به مدت  میکرومولار 70غلظت 
  .براي آن محاسبه شد RFUساعت کشت داده شد و میزان 

  
گزارشگر براي  پاسخ زیست -رسم نمودار دوز -2-13

  معادله منحنی حاصلبه دست آوردن ماده تولوئن و 
گاریتم غلظت لپاسخ که در آن  –رسم نمودار دز  براي

 حاصل از آن غلظت که از زیست RFUتولوئن بر علیه 
) Prism(پریزم نرم افزار  ازگزارشگر به دست آمده بود 

ه شده در ئستفاده از مدل ارارسم نمودار با ا .استفاده شد
 نیز به دست آمد منحنیصورت گرفت و معادله  فزارنرم ا

لازم به ذکر است تمامی آزمایشات سه بار به طور (
  .)جداگانه تکرار شدند

                                                             
2 Terrific broth 
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 نتایج -3
مورد نظر که داراي ي ها یهبه دست آوردن سو -3-1

  باشند می حسگري خاصیت زیست
تولید و به ت سازنده توسط شرک احی شدهطرتوالی 

ي برش ها در حدفاصل جایگاهصورت قرار گرفته 
BamHI و XhoI  در پلازمیدpGEM-7Zf(+) حویل ت

-(+)pGEM-7Zfپلازمید نوترکیب حاصل که . گرفته شد

ASLI  باکتري یه مختلف سه سونام دارد به درونE. coli 

BL21-DE3  ،E.coli DH5α و E.coli JM109  انتقال داده
ترایاخته شده که توانایی تولید پاسخ ي ها باکتريشد و 

فلورسانس در موقع قرار گرفتن در معرض ماده تولوئن را 
  . داشتند جداسازي شدند

  
 بررسی اثر نوع باکتري بر پاسخ زیست گزارشگر -3-2

باکتریایی بر پاسخ  یهنتایج حاصل از بررسی اثر نوع سو
این نتایج  ،آورده شده است 4 شکلگزارشگر در  زیست

-BL21 یهمبتنی بر سو گزارشگر زیست نشان میدهد که

DE3 نسبت به ماده تولوئن  شدت پاسخیشترین داراي ب
داراي  JM109 یهسوگزارشگر مبتنی بر  بوده و زیست

چنانچه حساسیت زیست . باشد می شدت پاسخکمترین 
گزارشگر میزان پاسخی که در یک زمان معین به غلظت 

به  شود،دهد تعریف  می مشخصی از یک ماده خاص

نحوي که هرچه شدت پاسخ فلورسانس بیشتر باشد 
توان گفت  می پس ،زیست گزارشگر حساستر است

همانطور که در  DH5α یهگزارشگر مبتنی بر سو زیست
 یهحساستر از سو ظاز این لحا شکل نشان داده شده است

JM109 یهو ضعیفتر از سو  BL21-DE3باشد می.  
  
  بررسی اثر دما بر پاسخ زیست گزارشگر -3-3

بهترین شده است  نشان داده 1 گونه که در جدول همان
درجه  37دماي کشت بعد از مرحله القا با تولوئن دماي 

اگرچه تفاوت چندان زیادي بین  .شدبا می گراد سانتی
 گراد سانتیدرجه  30و  25در دماي مقدار نسبت القایی که 

  .آمده است با این مقدار وجود نداردبه دست 
  
بررسی اثر محیط کشت بر پاسخ زیست  -3-4

 گزارشگر

هایی که مورد بررسی قرار گرفته  از میان محیط کشت
تاحدودي سبب  LBرسد محیط کشت  است، به نظر می

افزایش حساسیت زیست گزارشگر به ماده تولوئن 
تیجه گونه ن توان این گردد ولی با یک نظر کلی می می

گرفت که نوع محیط کشت اثر چندانی بر پاسخ زیست 
 5نتایج این بخش از مطالعات در شکل . گزارشگر ندارد

  .نمایش داده شده است
  

  
   pGEM- 7Zf(+)- ASLIنسبت القا صورت گرفته با ماده تولوئن در هر یک از سوش هاي ترایاخته شده با پلازمید   4شکل 

 .نشان داده شده است
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  .اثر دماهاي مختلف بر پاسخ زیست گزارشگر که به صورت نسبت القا نشان داده شده است  1جدول 
 دما تولوئن دانسیته نوري فلورسانس RFU نسبت القا

32/1 
94 19/75 0/21 + ° c25 

71 40 0/56 - ° c25 

48/1 
234 61 0/26 + ° c30 

158 106 0/67 - ° c30 

2 
352 60 0/17 + ° c37 

169 96/5 0/57 - ° c37 

  

  
  نشان داده شده است BL21-DE3سوش  E.coliهاي مختلف بر پاسخ زیست گزارشگر مبتنی بر باکتري  اثر محیط کشت   5شکل 

  
  بررسی اثرمرحله رشد بر پاسخ زیست گزارشگر -3-5

نشان داده شده است به نظر  2جدول طور که در  همان
اي  رسد اینکه القا کردن زیست گزارشگر درچه مرحله می

هاي نوري  از رشد باکتري صورت گیرد در میان دانسیته
تفاوت چندانی ندارد، ولی القا کردن در  7/0تا  1/0

سبب بروز حساسیت  1و بالاتر از  1دانسیته نوري حدود 
ه طوري که القا در گردد، ب بیشتري از زیست گزارشگر می

اي از زیست گزارشگر  RFUسبب بروز  1دانسیته حدود 
بروز کرده از  RFUبیشتر از % 20گردد که از نظر مقدار  می

  .باشد هاي القاي کمتر می ODزیست گزارشگر در 

 E.coliاثر فاز رشد زیستگزارشگر مبتنی بر باکتري   2جدول 
 RFUگزارشگر بر مبناي  بر پاسخ زیست BL21-DE3سوش 

  نشان داده شده است
 

RFU نوري دانسیته  

2 ± 80  1/0  

4 ± 82  3/0  

6 ± 85  4/0  

3 ± 82  7/0  

۵  ±١٠٠  ١٢/١  
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گزارشگر براي  پاسخ زیست -رسم نمودار دز -3-6
  تولوئنماده 

با استفاده  Prismافزار  پاسخ در در نرم –ز رسم نمودار د
رسم نمودار و با انتخاب مدل  1مد رگرسیون غیر خطیاز 

بر علیه پاسخ با شیب ماده آگونیست غلظت گاریتم ل
داده  نمایش 6آنچه در شکل منحنی مانند  2نمودار متغیر

به صورت  له آنادکه معشده است را نشان داد 
Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-

X)*HillSlope باشد که در آن  میY پاسخ زیست 
 Bottomباشد و  می گزارشگر در هر غلظتی از تولوئن

نقطه  Y ،LogEC50بیشترین مقدار  Y ،Topکمترین مقدار 
شیب  Hill Slopeباشد و  می Bottomو Topوسط بین 
اطلاعات استخراج شده از نمودار مقدار  .هیل است

Bottom  مقدار 3/106را ،Top   ضریب  ، مقدار5/495را
داد که با  نشان 97/1را  Log EC50و مقدار  772/1را هیل 

معادله به این شکل در آمد  گذاشتن آنها در معادله مربوطه
Y=106.3 + (495.5-106.3)/(1+10 ((1.97-X)*1.772))  که این
. باشد می معادله در حقیقت معادله منحنی استاندارد تولوئن

یعنی غلظت ماده تولوئن  Xبراي چنانچه این معادله را 
این دست آمده در قسمت قبل به به  معادله نوشته شود

-Log (495.5/ Y-106.5-1)× X= 1.97آید  می شکل در

1/1.772 .  
  

  بحث -4
اینکه هر سه سویه بررسی شده در این تحقیق که با 

ترایاخته شده بودند  pGEM-7Zf(+)-ASLIاستفاده از 
توانایی رشد را داشتند و زنده ماندند و حتی در محیط 

LB  آگار حاوي ماده تولوئن از خود خاصیت فلورسانس
دهد که توالی طراحی شده در  بروز دادند خود نشان می

یا حداقل سه  E.coliاین آزمایش فاقد اثر سمی بر میزبان 
اگر چه  .باشد می JM109و  DH5α ،BL21- DE3سویه 

بهترین میزبان  (+)pGEM-7Zfشرکت سازنده پلازمید 

                                                             
1 Nonlinear regression 
2 Log(agonist) vs. response -- Variable slope 

معرفی نموده  JM109براي نگهداري این پلازمید را سویه 
توانایی  BL21-DE3است ولی نتایج نشان داد که سویه 

از آنجا . تولید بهترین پاسخ زیست گزارشگري را داراست
که براي بروز پاسخ زیست گزارشگر در توالی طراحی 

امل متفاوتی از قبیل میزان نفوذ پذیري غشاي شده عو
، میزان زیرواحد TbuTسلولی به ماده تولوئن، میزان تولید 

σ54  آنزیمRNA  پلیمراز در سلول و توانایی تولیدGFP  و
هاي استفاده شده  پایداري آن مؤثر است و این سویه

ممکن است از این نظر متفاوت باشند بنابراین دلیلی به 
طور  همان. توان ذکر کرد طور قطع براي این موضوع نمی

که کانکوا و همکارانش در مورد زیست گزارشگر مبتنی 
دما یکی از  ]20[اند  بر ژن گزارشگر لوسیفراز گزارش داده

تواند بر پاسخ زیست  مل بسیار مهمی است که میعوا
گزارشگر اثر گذارد ولی در بسیاري از تحقیقاتی که 

شود اثر دما بررسی  برروي زیست گزارشگرها انجام می
و دماي بهینه رشد باکتري به عنوان دماي  ]3،14[شود  نمی

در این تحقیق اثر دما بر . شود انجام آزمایش انتخاب می
رشگر بررسی شد، اگرچه نتایج نشان داد پاسخ زیست گزا

دما اثر چندانی بر پاسخ زیست گزارشگر حداقل در 
محدوده دمایی بررسی شده ندارد و بهترین دما براي 
بررسی پاسخ زیستگزارشگر همان دماي بهینه رشد باکتري 

اینکه حساسیت  .نشان داده شد گراد درجه سانتی 37یعنی 
یا  3ی از نوع ژن گزارشگریک زیست گزارشگر به دما تابع

است نیاز به بررسی  نوع میزبان ویا تابعی از هر دو
بررسی نوع محیط کشت انتخابی نشان داد . بیشتري دارد

براي  LBهاي انتخاب شده محیط  از میان محیط کشت
اثر  .بررسی پاسخ زیست گزارشگر محیط مناسبی است

 BTEXاي از رشد باکتري که در آن القا با ماده  مرحله
گیرد بر پاسخ زیست گزارشگر نیز در بعضی  صورت می

و در بعضی دیگر مهم و قابل  ]3[از مقالات بی اهمیت 
  .]14،20[بررسی ذکر شده است 

  
                                                             
3 Reporter gene 
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 .BL21-DE3 سوش E.coliگزارشگر مبتنی بر باکتري  پاسخ زیست - نمودار دز   6شکل 

  
در این تحقیق اثر مرحله رشد باکتري که در آن القا 

گزارشگر نیز بررسی شد  صورت میگیرد بر پاسخ زیست
اي از رشد باکتري که در آن القا  مرحلهکه نتایج نشان داد 

اثر چندانی گزارشگر  گیرد بر پاسخ زیست صورت می
با توجه به شباهتی که میان توالی استفاده شده در . ندارد

 2002در سال  ]3[ورسون لها  کهاین تحقیق و تحقیقاتی 
 میزبان A506 یهسوولی با استفاده از  میلادي

Pseudomonas fluorescens  ه است شاید بتوان انجام داد
 عدم حساسیت پاسخ زیستاینگونه نتیجه گرفت که 

رشد که در آن القا صورت گزارشگر  به مرحله اي از 
که میزبان  باشد می تابعی از نوع توالی طراحی شده دمیگیر

در این  نتایجی که مقایسه اگرچه .با آن ترایاخته شده است
ورده به دست آ به عنوان میزبان E.coliبا استفاده از  تحقیق

باکتري  A506از سوش  لورسون با استفادهها  و شد
Pseudomonas fluorescens زمان  داد نشان به دست آورد
 E.coli گزارشگر وقتی میزبان مورد نیاز براي پاسخ زیست

وقتی میزبان نسیت به برابر زمان مورد نیاز  10باشد 
Pseudomonas fluorescens هر دو زیستولی ت اس 

هاي بالاتر  گزارشگر این محدودیت را دارند که در غلظت
به غلظت تولوئن پاسخ منطقی تولوئن  میکرومولار 100از 

کمترین مقدار تولوئن قابل تشخیص  نمی دهند و همچنین

  و براي زیست میکرومولار  02/0لورسون ها  در گزارش
گونه  از این نتایج این. باشد می میکرومولار 5ما  گزارشگر

 زمان مورد نیاز براي پاسخ زیست رسد که به نظر می
که زیست  مؤثرگزارشگر و کمترین مقداري از ماده 

تابعی از نوع میزبان و  ،دهد می گزارشگر به آن پاسخ
گزارشگر به آن  که زیست مؤثراز ماده بیشینه مقداري 

حسگري است که  تابعی از توالی زیست ،دهد می پاسخ
مقدار  گیري اندازه براي .میزبان با آن ترایاخته شده است

دار ل شده در یک محلول آبی یا سنجش مقتولوئن ح
اند بر  اي که در یک محلول آبی حل شده BTEXترکیبات 

نمودار استاندار تولوئن  معادلهتوان از  می ي تولوئنامبن
 × Log (495.5/ Y-106.5-1)مدهیافته که به دست آ رتغیی

X= 1.97-1/1.772  قرار دادن پاسخ با و استفاده کرد
 RFUي ابر مبن Yگزارشگر در معادله به جاي  زیست

توان به راحتی مقدار تولوئنی که در نمونه آب مورد  می
 BTEXو یا مقدار معادل تولوئن ترکیباتشده  برسی حل

 .است را به دست آورداي که در آب حل شده 
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