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ال کوکسی، انواع اشک .ندکن گیري می ت تأثیر میدان مغناطیسی زمین جهتهاي مغناطیسی، تح باکتري -چکیده
 ها آنگیري  باعث جهتها  این باکتريفراساختار مگنتوزوم در . ها مشاهده شده است باسیل و مارپیچی در آن

  .شود تحت تأثیر میدان مغناطیسی و به عنوان بخش ذخیره آهن محسوب می
هاي مغناطیسی در نقاط مختلف کشور ایران با ویژگی آب شیرین، نیمه شور و  در این پژوهش حضور باکتري 

سوبات و آب جمع ر. شور شامل معدن آهن مروارید زنجان ، تالاب میقان، خلیج فارس و کویر قم بررسی شد
سازي شده، گرم  هاي جدا نتایج نشان داد تمام انواع باکتري. آوري شده، تحت اثر میدان مغناطیسی قرار گرفتند

بعد از اثر میدان مغناطیسی در لوله مویین حاوي . منفی و واجد اشکال باسیلی، اسپیریلوم و کوکسی بودند
هاي تالاب میقان، کویر قم و معدن آهن  نمونه. به میدان مغناطیسی مشاهده شد ها آنباکتري مغناطیسی پاسخ 

مروارید زنجان به علت داشتن رسوب و همچنین نمونه بیشتري از باکتري مغناطیسی، به طور ویژه مورد بررسی 
بررسی  .قابل رویت بود ها آندر تصاویر میکروسکوپ الکترونی عبوري ذرات نانوي آهن درون .قرار گرفتند

نمونه ي معدن آهن مروارید زنجان حضور باکتري  NCBIدرتارنماي  BLASTمولکولی، توالی یابی و 
تراکم بیشتر ذرات نانوي آهن در نمونه . را به اثبات رسانید Magnetospirillum magnetotacticum مغناطیسی

به تنهایی، عامل افزایش سنتز نانوذرات  تالاب میقان در مقایسه با معدن آهن، بیانگر این است که وفور یون آهن
  .آهن توسط باکتري مغناطیسی نیست

  
نانوذرات، میکروسکوپ الکترونی ،  Magnetospirillum magnetotacticumهاي مغناطیسی،  باکتري :واژگانکلید

  .مگنتوزوم، (TEM) عبوري
  

  مقدمه -1

ي مغناطیسی عمدتاً از نظر متابولیکی، ها باکتري

مورفولوژي و فیلوژنتیکی یک گروه ناهمگون از 
ي آبزي هستند که فعالانه در طول میدان ها پروکاریوت
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گرایی  این رفتار مغناطیس. ]1[ کنند میمغناطیسی شنا 
ي حوزه ها علت حضور کریستالشود که به  مینامیده 

یا /و (Fe3O4) مغناطیسی منفرد داخل سلولی مگنتایت
اي به نام  است که با یک لیپید دو لایه (Fe3S4) گریژیت

معمولاً به  ها مگنتوزوم. مگنتوزوم احاطه شده است
شوند و  میاي در درون سلول سازماندهی  صورت زنجیره

 بخشند می خاصیت دو قطبی مغناطیسی دائمی به سلول
]1[ .  

ي ها ي گوناگون باکتريها دانشمندان مختلفی سویه
: مغناطیسی را در نقاط مختلف جهان شناسایی کردند، مانند

، ماتسونگ و همکاران MS-1بلیکمور و همکاران سویه 
، شلیفر و همکاران ]AMB-1 ،]2سویه 

M.gryphiswaldense ]3[ي ویبریو آب شور، ها ، سویه
MV-1 ،4[بازیلینسکی و همکاران  به وسیله[ ،MC-1 ،

ملدرام و همکاران یک  ، ]5[ لانگ و همکاران توسط دي
، که معمولاً با نام ]MMS-1 ]6اسپیریلیوم دریایی با عنوان 

MV-4  گراي باسیلی شکل  شود، باکتري مغناطیس میهم یاد
کاهنده سولفات با عنوان مگنتیکوس دسولفوویبریو سویه 

RS-1 7[ توسط ساکاگوچی و همکاران شناسایی شدند[ .  
بازیلینسکی و همکاران از طبقات مختلف آب 

ند، که این مناطق شامل ناحیه اوتروفیک، کردبرداري  نمونه
شارما و همکاران از  .]8[ یپولیمنیون استها اپی لیمنیون و

ي بازیافت آهن در منطقه اوتاراکاند  آبگیر مجاور کارخانه
برداري قطب  بعد از نمونه. برداري کردند نمونهکشور هند، 

ي ها جنوب آهن ربا را به مدت یک ساعت بالاي بطري
  .]9[ند حاوي نمونه قرار داد

 10تا  5لین و همکاران رسوب سطحی از عمق 
در بیجینگ مرکزي چین  Beihaiمتري را از دریاچه  سانتی
با  ییها ها را به فلاسک آوري نمودند و بلافاصله آن جمع

میلی لیتر انتقال دادند و به مدت چند هفته در  600حجم 
امروزه با توجه به  .]10[ دندکردماي اتاق نگهداري 

ي متداول ایجاد ها یی که در مورد باکتريها محدودیت

ي ها شده، مانند مقاومت آنتی بیوتیکی، شناخت باکتري
ي ها جدید با ویژگی منحصر به فرد همچون باکتري

ش از گذشته باید مورد توجه قرار گیرد؛ مغناطیسی بی
شامل  ها در سایر زمینه ها عمومیت کاربرد این باکتري

پزشکی، داروسازي، زیست فناوري و فیزیک هم از 
 ،]MRI ]11: ، مانند استفاده دراستي مهم آن ها جنبه

سنجش ایمنی و اتصال به  ،]12[سرطانی   معالجه توده
  .]13[ساخت بیوسنسور  رسپتور،

  
  ها مواد و روش -2

به منظور ساخت محیط کشت اختصاصی براي 
ي مغناطیسی، از روش تهیه محیط کشت ها باکتري

  . استفاده شد (DSMZ 380)مگنتواسپیریلیوم 
  
 برداري روش نمونه -2-1

گرفت، شامل  برخی از مناطق ایران که مورد بررسی قرار
 34°/11΄(کویر میقان در شهر اراك از استان مرکزي 

، معدن آهن مروارید دراستان )یشرق 50°/49΄ ،شمالی
و دریاچه ) شرقی 48°/69΄شمالی و  35°/79΄( زنجان 

 15ْ/35تا َ 45ْ/34(َحوض سلطان در کویر قم از استان قم 
). طول جغرافیایی 15ْ/51تا َ 45ْ/50عرض جغرافیایی و َ

متري صورت گرفت  سانتی 20تا  10از عمق  برداري نمونه
گیري شد؛  و دماي محیط اندازاه pH برداري نمونهدر حین 

هاي  داخل فالکون ها نمونه. رسوب به آب 1:3با نسبت 
آهنربا با  بلافاصله تحت تأثیر. لیتري منتقل شد میلی 50

درجه  4تسلا قرار گرفتند و در دماي  2/1میدان 
  .  داري شدند ماه نگه 1گراد به مدت  سانتی

کشت تهیه شده بر اساس  بعد از طی یک ماه به محیط
بعد از تلقیح مجدداً در  .تلقیح شدند DSMZ 380روش 

کنار آهنربا قرار گرفته و به مدت یک ماه در انکوباتور با 
به منظور سنتز . گراد قرار داده شدند درجه سانتی 26دماي 

رباي مورد استفاده در این مرحله  نانوذرات آهن، آهن
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   .)46/1و  T 2/1(  بودواجد میدان مغناطیسی بیشتري 
  
  سازي محیط کشت آماده -2-2

براي تهیه محیط کشت مواد بر طبق روش استاندارد 
DSMZ Medium 380 )باکتري ) آلمان

Magnetospirillum محلول عناصر معدنی و . عمل شد
محلول ویتامین در حجم یک لیتر و محلول کوئینات 

لیتر  به ازاي هر. شود میتهیه  ml100فریک در حجم 
محلول عناصر  ml5محلول ویتامین،  ml10محلول مادر، 

، 0.68g KH2PO4محلول کوئینات فریک،  ml2معدنی، 
0.37g L(+)-Tartaric acid ،0.37g Succinic acid ،
0.12g NaNO3 ،0.05g Na-thioglycolate ،0.05g Na-

acetate  0.5وmg Resazurin مورد استفاده قرار گرفت.  
محلول حاوي  pHدن این ترکیبات قبل از مخلوط کر

یا هیدروکسید پتاسیم  KOHعناصر معدنی با اضافه کردن 
 .اکسیژن زدایی شد N2رسانده و به کمک گاز  5/6به 

دقیقه  15محلول کوئینات فریک و عناصر معدنی به مدت 
گراد  درجه سانتی 121پاسکال در دماي  15با فشار 

بعد از اتوکلاو گذاري، زمانی که دماي . اتوکلاو شدند
درجه سانتیگراد رسید، محلول ویتامین فیلتر  45محلول به 

  . شده به آن اضافه شد
 

  مواد شیمیایی  -2-3
شامل عناصر معدنی، ویتامین و محلول کوئینات  ها محلول
   .باشد میفریک 

 Nitrilotriacetic acid (SIGMAمتشکل از  محلول معدنی

Aldrich-Germany)، )MgSO4·7H2O ( هپتا هیدرات
) MnSO4·2H2O(، کلرید سدیم NaCl، سولفات منیزیم

هپتا  )CoSO4·7H2O(، دي هیدرات سولفات منگنز
هپتا هیدرات ) ZnSO4·7H2O(هیدرات سولفات کبالت، 

دي هیدرات کلرید ) CaCl2·2H2O(، سولفات روي
، هیدرات سولفات آهنهپتا ) FeSO4·7H2O(، کلسیم

)NiCl2·6H2O (هگزا هیدرات کلرید نیکل ،

)KAl(SO4)2·12H2O ( دودکاهیدرات سولفات آلومینیم
دي ) Na2MoO4·4H2O(، اسید بوریک) H3BO3(، پتاسیم

پنتا ) CuSO4·5H2O(، هیدرات مولیبدات دي سدیم
پنتا هیدرات ) Na2SeO3·5H2O(، هیدرات سولفات مس

، Pyridoxine-HClیتامین واجد، محلول و. سلنیت سدیم 
Thiamine-HCl·2H2O ،Riboflavin ،Nicotinic acid ،

Folic acid .  
هگزا ) FeCl3·6H2O(براي محلول کوئینات فریک از 

اسید کوئینیک ) Quinic acid(هیدرات کلرید فریک و 
  . استفاده شد

) KH2PO4(علاوه بر سه محلول گفته شده ترکیبات 
، L(+)-Tartaric acidفسفات پتاسیم مونو بازیک، 

Succinic acid ،)NaNO3 ( ،نیترات سدیمNa-

thioglycolate (SIGMA Aldrich-Germany) ،Na-

acetate ،Resazurin (SIGMA-USA)  به محلول اضافه
آلمان  Merckسایر مواد محصول شرکت . شود می
داري  نگه 1صورت شکل  هاي کشت به محیط. باشد می

  .شدند
  

  
  ربا محیط کشت اختصاصی در کنار آهن  1شکل 

  
  روش میکروسکوپی -2-4

قطعی وجود باکتري مغناطیسی و  به منظور بررسی دقیق و



  و همکاران فراهانیساره   . . .هاي مغناطیسی از مناطق  جداسازي و شناسایی باکتري

22 

هاي کشت داده شده،  نانوذرات آهن درون آن، در نمونه
روش . انجام شدبررسی با میکروسکوپ الکترونی عبوري 

ه با میکروسکوپ الکترونی تهیه نمونه براي مشاهد
 rpmدار با سرعت  ابتدا با سانتریفیوژ یخچال: عبوري
گراد  درجه سانتی 4دقیقه در دماي  2، به مدت 14000

رسوب داده شدند و در ادامه تثبیت با  ها نمونه
شو با بافر فسفات، تثبیت با و ، شست%5/2گلوتارآلدهید 

ي مختلف الکل ها ، آبگیري با درصد%1کسید آزمیوم تتراا
اتانول، آبگیري با اکسید پروپیلن، انتقال به درون رزین و 

گیري با دستگاه اولترامیکروتوم  گیري و برش سپس قالب
آمیزي مثبت  و در آخر رنگ 100تا  nm70به اندازه 

  %. 1 و سیترات سرب% 2با یورانیل استات  ها برش
نده با میکروسکوپ فاز متضاد و با مشاهده نمونه ز

  . انجام شد "Holding drop "روش استفاده از 
آمیزي گرم  براي مشاهده با میکروسکوپ نوري رنگ

  .صورت گرفت
   DNAاستخراج . 1

  هاي گرم منفی باکتري DNAروش استاندارد جداسازي 
2 .PCR   

هاي منتخب از  سویه S rRNA16به منظور تکثیر ژن 
شرکت روبین طب گستر که توسط  Universal  پرایمر

   .استفاده شدسنتز گردید، 
27F(5΄-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3΄) 
1492R(5΄-GGTTACCTTGTTACGACTT-3΄) 

  یابی توالی. 3
یابی به شرکت  ، محلول به منظور توالیPCRپس از انجام 

  . فزاپژوه فرستاده شد
  

  نتایج -3
  آمیزي گرم رنگ -3-1
ها حاکی از این بود که  آمیزي گرم از نمونه هیه رنگت

. اي شکل بودند هاي مورد نظر گرم منفی و میله باکتري

هاي  آمیزي گرم از نمونه به ترتیب رنگ 3و  2هاي  شکل
 . دنده تالاب میقان و معدن آهن را نشان می

 

  
برابر  1000تصویر میکروسکوپ نوري با بزرگنمایی   2شکل 

  از نمونه تالاب میقان اراك آمیزي گرم پس از رنگ
  

  
برابر  1000تصویر میکروسکوپ نوري با بزرگنمایی   3شکل 

  آمیزي گرم از نمونه معدن آهن مروارید زنجان پس از رنگ
  

  میکروسکوپ الکترونی عبوري -3-2
نتایج میکروسکوپ الکترونی عبوري حضور مگنتوزوم را 

و  4 هاي شکل. در محور طولی سلول به وضوح نشان داد
. به ترتیب از تالاب میقان و معدن آهن تهیه شده است 5

  .مشهود است 4شکل اسپپریلی در شکل 
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با بزرگنمایی  TEMاراك، عکس نمونه تالاب میقان   4شکل 

KX 5/31  

  
 TEMمروارید زنجان، عکس نمونه معدن آهن   5شکل 

  KX 8بزرگنمایی
  

  میکروسکوپ فاز متضاد -3-3
استفاده از میکروسکوپ فاز متضاد مشاهدات تکمیلی با 

. حرکت باکتري را تحت اثر میدان مغناطیسی نشان داد
گویاي این  7و  6هاي  تصاویر تهیه شده در شکل

  .گیري مغناطیسی است جهت
  

 
با بزرگنمایی  PCMنمونه تالاب میقان اراك، عکس   6شکل 

  برابر 400

  
با  PCMکس نمونه معدن آهن مروارید زنجان، ع  7شکل 

  برابر 400بزرگنمایی
  
3-4- PCR و BLAST 

نمونه معدن آهن مروارید زنجان پس از توالی  PCRنتایج 
دو  NCBIو  ExTaxonکردن در تارنماي  BLASTیابی و 

، PCRنتیجه در بر داشت، از بین دو نمونه حاصل از 
و  Klebsiella oxytocaدرصدي با  99نمونه اول شباهت 

 Magnetospirillumدرصدي با  100دوم شباهت  نمونه

magnetotacticum را نشان داد.  
  
 بحث -4 

اي ه و شناسایی باکتريبه منظور جداسازي پژوهش حاضر 
هاي مغناطیسی در  مغناطیسی صورت گرفته است و باکتري

سعی بر این  .اند قرار گرفتهبررسی مورد هاي مختلف  محیط
ایران صورت گیرد و برداري از سایر مناطق  شد تا نمونه

تواند  میهاي مغناطیسی  هایی که باکتري تنوعی از اکوسیستم
این مناطق . د نشان داده شودنوجود داشته باش ها در آن
ر، اقلیم کویر قم و تالاب میقان با محیط نسبتاً شو شامل

خلیج فارس با آب شور و معدن کوهستانی با آب شیرین، 
  .دشو میي بالا،  یدیتهآهن با اس

که در سال با پژوهش فرزان و همکاران این پژوهش نتایج 
 ]14[ در دانشگاه تربیت مدرس انجام شده است 2009

تري است زیرا  ي کامل باشد و نسبت به آن نمونه مشابه می
  جنس و گونه ،برداري از مناطق مختلف علاوه بر نمونه
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  .تعیین شد مولکولیهاي  به کمک روشباکتري مغناطیسی 
صورت گرفت، که  OATZجداسازي باکتري از منطقه 

تواند به عنوان شاهدي براي میکروآئروفیل بودن این  می
  .]17-15[ ها باشد باکتري
آمیزي شده با روش گرم، مشابه با نتایج  هاي رنگ باکتري

ذرات آهن نانو . ]15[ بازیلینسکی همگی گرم منفی بودند
توسط  شدهمطالعات انجام  پیروها  اکتريي این بسنتز

شکل مگنتوزوم  بهو بوده درون سلولی بازیلینسکی و راجر 
 از بین رفتن نظم مگنتوزوم در .]15،18،19[مشاهده شدند 

تواند  میبا میکروسکوپ الکترونی عبوري،  طی مشاهده
چرا که  .]20[ باشد% 1حضور اکسیژن بیش از علت  به

نظم   عنوان عامل مختل کننده بلیکمور اکسیژن را به
  .  ها بیان کرده است مگنتوزوم

حضور و عدم حضور باکتري در محیط بومی مقایسه بین 
با محیط کشت اختصاصی، نشان داد در صورت ) مادري(

توان باکتري را  میعدم استفاده از محیط کشت اختصاصی، 
با رعایت شرایط استریل در محیط مادري کشت داد و 

محیط توان در صورت لزوم از  میجداسازي نمود؛ یعنی 
اصی براي همان مادري به عنوان محیط کشت اختص

  . ]21،22[ دباکتري استفاده کر
بررسی کدورت محیط کشت به طور مداوم نشان داد که 

و  استها کافی  آنودن هفته براي انکوبه نم 3مدت زمان 
ي هاي بیشتر هاي با کدروت بیشتر تعداد باکتري در محیط

  .جدا سازي است قابل
pH ها  قبل و بعد از کشت این باکتريگیري شده  اندازه

؛ خنثی است  pHها بهینه آن گواه آن بود که شرایط رشد
در حین  محیط معدن آهن pHبه عنوان نمونه 

بود و بررسی اولیه با  3اسیدي با مقدار  pHبرداري  نمونه
آمیزي گرم تعداد  نوري بعد از رنگ میکروسکوپ

را نشان داد، متعاقباً بعد از از باکتري  هاي کمی نمونه
ها در محیط اختصاصی و گذشت چند هفته  دادن آنکشت 

اي افزایش یافته بود  ها به طور قابل ملاحظه تعداد باکتري

را  pH 5/6متر،  pHدستگاه که این در شرایطی بود و 
تواند بیانگر این باشد که باکتري مغناطیسی  و می نشان داد

یا کاهش داده اسیدي رشد خود را متوقف کرده  pHدر 
شرایط محیطی مناسب رشد  یابی به است و پس از دست

تغییر رنگ محیط  .شود از کرده و تکثیر میخود را آغ
سیون و نش اکسیداانجام واکي رشد و  کشت نشان دهنده

  .]23[ استاحیا توسط باکتري مغناطیسی 
سکوپ الکترونی عبوري وجود مشاهدات میکرو

هاي گرم منفی را  هاي مغناطیسی به عنوان باکتري باکتري
به اثبات رساند؛ غشاي خارجی و فضاي پري پلاسمیک 

  . کاملاً واضح بود
 از نظر مورفولوژیکی اشکال کوکسی، اسپریلیوم و باسیلی

نکته قابل . ]15[ هاي مورد بررسی مشاهده شد در نمونه
ها در  توجه پس از کسب نتایج این بود که تعداد باکتري

هاي تالاب میقان و قم به نسبت بیشتر از معدن آهن  نمونه
تواند دلیلی باشد بر این که حضور و رشد  این می. بود

هاي مغناطیسی تنها به وفور آهن محیط وابسته  باکتري
نیست، بلکه به عوامل دیگري از جمله مواد غذایی محیط 

کلی حاصل از این پژوهش بیانگر  نتایج .هم بستگی دارد
هاي مغناطیسی مورد بررسی  میکروایروفیل بودن باکتري
در محیط مغذي همراه با  ها است و افزایش رشد آن

هاي  باکتري. شود هاي حاوي آهن انجام می نمک
توان  دارد می وجودکه آب  یمختلفاز نقاط  را مغناطیسی

  . جداسازي کرد
هاي  خصوصیات باکتري از نظر ژنتیکی و پروتئین

ها است را  مگنتوزوم که بخش مورد توجه این باکتري
به منظور تکمیل  که در آینده یدر مطالعاتتوان  می

تجزیه و بررسی و طور دقیق  به شود، انجام میاطلاعات 
  . تحلیل کرد

  
  و تشکرقدردانی  -5

الساداتی، استاد  آقاي دکتر سید عباس شجاعاز جناب 
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تربیت مدرس به خاطر تمام  بیوتکنولوژي صنعتی دانشگاه
قدردانی  ،این گروه تحقیقاتی ابهاي ایشان  همکاري

بی فراهانی که در مجتمهندس از آقاي همچنین  .دشو می
  .دشو اند، تشکر می رداري همکاري نمودهب طی مراحل نمونه
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