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س، برای  ولرانجدا شده از دریاچۀ ارومیه، هالوفراکس رادیوت        دوست  نمک بسیاریک آرکی باکتری     میزان مقاومت   در این پژوهش،      :چکیده
 DNAرسان به    مقاومت این ارگانیسم در برابر عوامل آسیب      .  مورد بررسی قرار گرفت    60و گامای کبالت      فرابنفش هایپرتو کشندۀ   هایمقابله با اثر  

ر ـرابـ مقاوم در ب    ه ای که سوی   B/rرابنفش و گاما ارزیابی شد و با مقاومت اشرشیاکلی              ـفبـا  زهای مختلف پرتودهی     و سنجش کسر بقا در د       با
 به ترتیب   B/r برای هالوفراکس رادیوتولرانس و اشرشیاکلی       37Dور فرابنفش، ارزش    ـی با ن  ـودهـرتـش پ ـایـدر آزم . شـد سهـایـی است، مق  ـودهـرتـپ

هالوفراکس .  گری بود  99 و   645 به ترتیب برابر با       60 برای این دو باکتری، در پرتودهی گامای کبالت            37Dارزش  . بود 2J/m 9 و   231 برابر با 
گزارش در مورد مقاومت این نخستین این . دهد  از خود نشان میB/rر هر دو عامل، مقاومت بسیار بیشتری نسبت به اشرشیاکلی رادیوتولرانس در براب

 .باشد می DNAرسان به  ها در برابر عوامل آسیب عضو آرکی
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Abstract: In this work, the capacity of an extreme halophilic archaebacterium, isolated from Uromia 
lake, Haloferax radiotolerans to withstand the lethal effects of  ultraviolet light (UV),and 60Co r-rays has 
heen studied. The resistibility of this organism against the DNA-damaging agents was evaluated by 
calculating of the survival fractions at different dose rates of UV and 60Co r-rays radiations and compared 
with those of Escherichia coli B/r (a radioresistant strain of E. coli). D37 values for Haloferax 
radiotolerans and E. coli B/r were 231, and 9 J/m2, respectively, by exposure to the UV light. They were 
645, and 99 Gy, respectively, by exposure to 60Co r-rays. Against these agents, Haloferax radiotolerans 
shows much more resistance compare to that of E. coli B/r. This is catogorized as the first report of 
resistibility in the member of Archaea. 
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  مقدمه -1
 )1(دوست کم ن ریزسازواره ای بسیار رادیوتولرانس  هالوفراکس  

 ازی ن مویدسدی مولار کلر  5 تا   5/2 خود به    نۀی رشد به  یست که برا  ا
 که  وتهای از پروکار   یروهگ( )2(»ها یآرک« به    ی باکتر نیا. دارد

 )ندهست وتهایوکاری با   ی مشترک فراوان  ی مولکول ویژگیهایدارای  
دوست در بسیاری    نمکبسیار   یها ی آرک وزه،امر. ]1[ ق دارد تعلّ

ی در   از جمله تجزیۀ ترکیبات سمّ         ،های بیوتکنولوژی  از زمینه 
 های اتمی مورد     های نفتی، فاضلابهای شور و زباله             آلودگی

و چنین کاربردهای منحصربفرد       . ]2[ گیرند استفاده قرار می    
های بومی را      ها و گونه     سودمند، علاقمندی به شناسایی سویه        

 به منظور یافتن گونۀ بومی      این کار پژوهشی،  . بوجود آورده است  
 صورت  DNAرسان به      کشندۀ عوامل آسیب     هایمقاوم به اثر   

 .گرفت

طبیعی هالوفراکس رادیوتولرانس، دریاچۀ ارومیه         زیستگاه   
رشید که حاوی پرتو       در معرض تابش نور خو         اًبوده و دائم    

 DNAپرتو فرابنفش آسیبهایی را در        . دارداست، قرار    رابنفشف
 یا نابودی موجودات    ،های ژنتیکی  موجب جهش  کند و  ایجاد می 
هالوفراکس رادیوتولرانس در شرایط طبیعی       . ]3[ شود  زنده می 

این اولیه   هدف    بنابراین،کند،   هایی را تحمل می      چنین آسیب 
 . در برابر پرتو فرابنفش استسازواره این پژوهش بررسی مقاومت

یک باکتری بسیار مقاوم در برابر پرتودهی           طرف دیگر، از  
 ودـه دلیل وج    ـرانس، ب  ـرادیوتول روباکترـام روب  ـه ن  ـاز ب  ـس ونـی

ترین آنها باکتریوروبرین است، رنگ       ساسی کارتنوئیدهایی که ا   
 باکتریهای  باکتریوروبرین در . ]4[دهد   قرمز شاخصی را نشان می     

و هالوفراکس   ]5[ الینارومـوباکتریوم س ـ نظیر هال   ،دوست کـنم
 ما  پیشیننتایج کارهای    . ]6[ای نیز یافت شده است           مدیترانه
ثر کشندۀ  امقابل   دهندۀ مقاومت هالوباکتریوم سالیناروم در       نشان

رانس نیز رنگ قرمز       لهالوفراکس رادیوتو . ]4[ پرتو گاما بود   
این تحقیق مطالعه و بررسی      دیگر  راین هدف   ، بناب ددارشاخصی  

دوست ایرانی در برابر       نمک بسیارمیزان مقاومت آرکی باکتری      
 .پرتوهای یونساز است

 )3( بقا مودارهایها، ن   نمونه یهر دو مورد، پس از پرتوده       در  
 .]7[  بدست آمد  بوسیلۀ آنها  )37D)4ارزش    و مقدار  شدندترسیم  

 B/rدیوتولرانس با اشرشیاکلی     در نهایت مقاومت هالوفراکس را     

 .]8[ مورد مقایسه قرار گرفت) یک سویۀ مقاوم به پرتودهی(

ها   که با جلوگیری از ایجاد آسیب       ،های دفاعی  سیستمشناخت  
 ترمیمی که با رفع اینگونه آسیبها         همچنین ساز و کار     DNAدر  

 لـوامـر ع ـرابـ در ب   ریـزسـازواره هـااومت  ـوع سبب مق   ـدر مجم 
های بومی   گردند، به منظور یافتن سویه       می DNAسان به   ر سیبآ

های اتمی یکی از موارد      زیرا تجزیۀ زباله  زیاد دارد،   مقاوم اهمیت   
در   تاکنون .داریمنیاز  به آن   باشد که     می ازواره هااستفاده از این س   

رسان   مقاومت در برابر عوامل آسیب       سازوکارهای بررسی    ۀزمین
در ای   دوست هیچگونه مطالعه    های نمک  باکتریدر   DNAبه  

  هایکردن مقاومت  بنابراین، مشخص . گرفته است نصورت  کشور  
این باکتری در برابر عواملی مانند پرتوهای فرابنفش و گاما و                 

به منظور  های دیگر     باکتریمقاومت  ها با     ومتاین مقا  ۀمقایس
های دفاعی و ترمیمی که در ایجاد چنین             شدن سیستم مشخص  

 .استسودمند لت دارند مقاومتی دخا

 
 وش کارمواد و ر -2
 باکتریها و شرایط رشد 2-1

شده   از محیط کشت غنی    هالوفراکس رادیوتولرانس رشد  برای  
 م، واسیـریدپتـ گرم کل  20م،  وریدسدیـرم کل ـ گ 200:  حـاوی ]9[

 گرم  O2H4.2FeCl  ،3 گرم میلی O2H7.4MgSO، 3/2  گرم 20
 رم ــ گ 5/7، رـّـارۀ مخم ــ عص رمـ گ 10، مــودیــس راتـسیت ریــت

 در ،%)5/99( لیتر گلیسرول یـ میل33/8د و ـواسیـازآمین ک ـ-وـاکتـب
 . استفاده شد  C◦37 در دمای ) pH=8/6-2/7(یک لیتر آب مقطر     

 B/rنیز برای کشت اشرشیاکلی      (LB) یبرتان -ای کشت لور  طیمح
 . مورد استفاده قرار گرفتC◦37در دمای 

 

 سلولی ونسوسپانسیهیه  ت2-2

هالوفراکس رادیوتولرانس در مرحله رشد لگاریتمی       سلولهای  
 آوری و   دقیقه جمع  10مدت   به rpm3500 رد وژی سانتریف  انجام با

لیتر  میلیسلول در    107سه مرتبه شستشو با غلظتی برابر با          پس از   
م برای شستشوی    ودرصد کلرید سدی    20محلول  . گردیدتهیه  

 .مورد استفاده قرار گرفتسلولها و شناور کردن آنها 

 سپس  ند، رشد داده شد   C37◦ در   نیز B/rاشرشیاکلی  سلولهای  
  مولار  میلی 67 بافر فسفات . ندشناور گردید پیش گفته  با روش    

)8/6=pH(  ،            برای شستشو و شناور ساختن سلولها مورد استفاده
 .قرارگرفت
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 (UV) پرتودهی با فرابنفش 2-3
 با قطر پتری دیش    در یک    لیتر سوسپانسیون سلولی       میلی 5

 30متری از یک لامپ فرابنفش         سانتی 40متر در فاصلۀ       سانتی 5
 با  برابر  )5(ه دارای شدتی    ک (HULI T8, Germany) وات

ت در تمام مدّ  .  ژول بر مترمربع در ثانیه بود، پرتودهی شدند          4/0
پرتودهی، سوسپانسیون سلولی با یک همزن مغناطیسی همزده             

انجام گرفت  ) مولامپ بخار سدی  ( در نور زرد     ،عدمراحل ب . شد می
شمارش .  وجود نداشته باشد    )6(تا احتمال ترمیم با انرژی نورانی       

پس ) آگار(های محتوی محیط کشت جامد       ها بر روی پلیت    کلنی
برای (روز   12 تا    10 به مدت     C◦37  دمای  در نگهداشتن آن از  

برای (و به مدت یک شب                 )هالوفراکس رادیوتولرانس   
 برای تهیه محیط کشت آگار،       . انجام گرفت ) B/rاشرشیاکلی  

 .آگار به هر محیط اضافه شد% 5/1

 
 60گامای کبالت با پرتودهی  2-4

 ای  در یک لوله شیشه       )لیتر  میلی 3( سلولیبه سوسپانسیون    

 )7( در نرخ دوز       ،60لیتری، با پرتوی گامای کبالت              میلی  5

 C◦o در دمای  هیپرتود. رتو داده شد   پ ، گری در دقیقه      39

ت پرتودهی جلوگیری   ها در مدّ   ولـتا از تقسیم سل   صورت گرفت   
 (Gamma Cell 220) 60ها از کبالت     برای پرتودهی نمونه  . شود
های آگار با همان       ها بر روی پلیت      شمارش کلنی . تفاده شد اس

 .رفتگروش پرتودهی با فرابنفش صورت 

 

  بحث و نتیجه گیری-3

 هالوفراکس رادیوتولرانس و         های بقای  نمودار 1شکل   
. دهد  را پس از پرتودهی با نور فرابنفش نشان می          B/r اشرشیاکلی

 2J/m9 و     2J/m231آنها به ترتیب برابر با            37Dهای    ارزش
شود، هالوفراکس رادیوتولرانس    مشاهده می  بطوری که     .باشد می

تر از سویۀ      کشندۀ پرتو فرابنفش بسیار مقاوم        هایدر مقابل اثر   
 . اشرشیاکلی استمقاوم

 بقای این دو باکتری را پس از پرتودهی با            نمودارهای 2شکل  
آنها به ترتیب     37Dهای   ارزش. دهد  نشان می   60گامای کبالت    

در این مورد نیز، هالوفراکس      . باشد می Gy99و   Gy645برابر با   
 از خود نشان      B/rرادیوتولرانس مقاومتی بیشتر از اشرشیاکلی         

 .دهد می

 
 

) ▲(و اشرشیاکلی ) ●(رانس ل هالوفراکس رادیوتو نمودارهای بقای-1 شکل
و انحراف  ) surviving fraction(کسر بقا   . از پرتودهی با نور فرابنفش     پس

 .اند سه بار آزمایش بدست آمده که با )SD(معیارها 

 

 
 

 

) ▲(و اشرشیاکلی ) ●(رانس ل بقای هالوفراکس رادیوتونمودارهای -2شکل 
و ) surviving fraction(کسر بقا   . 60امای کبالت    با گ  رتودهیپس از پ  

 . اندبار آزمایش بدست آمده سهکه با ) SD(انحراف معیارها 

 
 ،DNAرسان به    بدست آمده از مطالعۀ اثر عوامل آسیب      نتایج  

از این نتایج معلوم    . آورده شده است   1 در جدول     خلاصه طوربه  
 هایرانس در برابر اثر    لتوشود که مقاومت هالوفراکس رادیو       می

 .است B/r مرتبه بیش از اشرشیاکلی        25 ،کشندۀ پرتو فرابنفش   
 و ترمیم با برش و     کمک انرژی نور مرئی    تاکنون سیستم ترمیم با   

ه دـها شناخته ش   ه خوبی در هالوباکتری   ـ ب )8(یـاریکـرداشت در ت  ـب
 ش نور مرئی، این آزمایأثیرلوگیری از ثـبرای ج. ]13 تا 10[ است
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 (Hfx)رانس  ل و مقاومت نسبی هالوفراکس رادیوتو     37D ارزشهای -1جدول  
 .60  در برابر پرتودهی نور فرابنفش وگامای کبالتB/r (E)و اشرشیاکلی 

* مقاومت نسبی
37D 

Hfx/E E Hfx 
 عامل کشنده

 2 J/m (UV)پرتو فرابنفش  231 9 7/25

 (Gy)پرتو گاما  645 99 5/6
*

37D :سلول های اولیه% 37 برای کاهش توانایی زنده ماندن تا دوز مورد نیاز. 

 

چند متضمّن  بنابراین، نتایج حاضر      . در نور زرد انجام گرفت       
های   باکتریوروبرین موجود در سلول        : از جمله    است،احتمال   

ر های اکسیژن فعّال را به طور مؤثّ      گونه ،هالوفراکس رادیوتولرانس 
پیش . کند  عمل می  UVژی   یا به عنوان جاذب انر     کرده،جاروب  

های کاروتنوئیدی با به        از این، گزارش شده بود که پیگمان            
کارگیری غیرمستقیم انرژی برای آنزیم ترمیم نوری که در                  

کنند، به    طبیعی عمل می      طور بازگرداندن دایمرهای تیمین به     
. ]15 و   14،  10[ نمایند ترمیم آسیب ناشی از پرتودهی کمک می       

برای  ویژه   های امکان نیز وجود دارد که آنزیم     از سوی دیگر، این     
فرابنفش تولید   در اثر پرتوهای        ترمیم دایمرهای تیمین که          

در . شوند، در سلول هالوفراکس رادیوتولرانس موجود باشند         می
 در تحقیقات باید  ها،   این آنزیم سازوکار  این صورت، حضور و      

 .مورد بررسی قرار گیردجداگانه ای 

 کشندۀ  های رادیوتولرانس در برابر اثر       هالوفراکسمقاومت  
لت مقاومت   ع .است B/r برابر اشرشیاکلی      7 اًپرتو گاما تقریب   

 که  کرد توجیه   چنینتوان   رانس را می  ولبیشتر هالوفراکس رادیوت  
م در محیط کشت هالوفراکس بسیار بالاست،       وغلظت کلرید سدی  

. ]16[این نمک نیست    غلظت  البته مقاومت زیاد آن فقط به دلیل         
 درون سلولی     )+K(م   واز طرف دیگر غلظت کاتیون پتاسی            

مراتب ه  ها از جمله هالوفراکس رادیوتولرانس ب       اکستریم هالوفیل 
 مطالعات قبلی ما نشان     .]17[ بیشتر از غلظت برون سلولی آن است      

 در  DNAبا غلظت بالا، اثر محافظتی بر روی          +Kداده است که    
های ناشی از پرتودهی     نند آسیب های اکسیداتیو ما   مقابله با آسیب  

 +Kاثر محافظتی کاتیون    اما  . ]19 و   18[ نماید ساز، اعمال می   یون
اسخگوی مقاومت بالای این ارگانیسم           ـی پ  ـایـه تنه  ـز ب  ـنی
اند که    و همکارانش، نشان داده      Saitoپیش از این     . دـاشـب یـنم

 ام ـه ن ـی ب ـودهـرتـر پ ـرابـاوم در ب   ـاده مق ـالع وقـفتری  یک باک 

رانس، دارای باکتریوروبرین به عنوان پیگمان      لرادیوتو روبروباکتر

باشد، این رنگدانه دارای تعداد زیادی پیوندهای           اصلی خود می   
سیار مؤثر برای    ب کنندۀ  است و یک جاروب    )9( هم دوگانۀ متّصل به  

در واقع،   . رود های آزاد هیدروکسیل به شمار می              رادیکال
 ) پیوند دوگانۀ متصل است          13ارای   که د  (باکتریوروبرین   

 11که دارای   (کاروتن  -های آزاد را بسیار مؤثرتر از بتا         رادیکال
 این پیگمان . ]20 و   4[ کند جاروب می ) پیوند دوگانۀ متصل است   

 .شود  نیز یافت می]6[ و در هالوفراکس ]5[ ها در هالوباکتری

نه های فاقد رنگدا   دیگر، معلوم شده است که موتانت     از طرف   
های مقاوم، حساسیت    وحشی در بعضی از باکتری     نوع  نسبت به    

. ]21 و    18[ دهند بیشتری در مقابل پرتودهی از خود نشان می           
بنابراین، ممکن است مقاومت بالای هالوفراکس در برابر پرتو              

 .ین باشدبرگاما تا حدودی مربوط به وجود باکتریورو

شوند،  تولید می  یونساز های که بوسیلۀ پرتو    رادیکال های آزاد 
 DNAها و     قادر به اکسید کردن اجزای سلولی مانند پروتئین            

اً اثر  های آزاد ظاهر   واکنش بین باکتریوروبرین و رادیکال     . ستنده
به عبارت دیگر این    . دهد  این عامل را کاهش می      کنندگیکسیدا

 امکان وجود دارد که پیوندهای دوگانۀ متصل فراوان                       
مؤثرتر برابر اکسیداسیون    در   ،محافظباکتریوروبرین به عنوان      

توان پیشنهاد کرد که باکتریوروبرین نقش        بنابراین می . عمل کند 
 کنندۀمهّمی در مقاومت این باکتری در برابر عوامل اکسید                 

مطالعات  .کند  ایفا می  ساز مانند پرتوهای یون   DNAرسان به    آسیب
ر محافظت ری دقبلی ما نیز نشان داد باکتریوروبرین به صورت مؤثّ    

 ساز مانند پرتودهی یون     ،رسان  در برابر عوامل آسیب       DNAاز  
تفاوت دربارۀ  توضیح ممکن دیگر      . ]19 و    18[ نماید عمل می 

های ترمیمی   مقاومت در این دو ارگانیسم این است که مکانیسم           
های گوناگونی    که آنزیم  DNAهای وارده بر     برای جبران آسیب  

 مختلفی را برای مقابله با این عامل        های را در اختیار دارند، ظرفیت    
س ـراکـوفـالـا در ه  ـامـاز گ ـس ونـای ی ـوهـرتـی پ ـو یعن ـداتیـاکسی

 B/rشرشیاکلی   ا و) یک آرکی باکتری مقاوم     (رادیوتولرانس  
در هر صورت برای درک     . کنند ایجاد می ) یک یوباکتری مقاوم  (

فاقد های   های مقاومت نیاز به جداسازی موتانت          دقیق مکانیسم 
های ترمیمی و بررسی     پیگمان باکتریوروبرین و نیز شناسایی آنزیم     

  .باشد ها و کارکرد آنها می ویژگی
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 تشکر و قدردانی
وسیله مراتب تشکر و قدردانی خود را از کارکنان محترم         بدین  

بخش پرتودهی گامای سازمان انرژی اتمی ایران که در انجام این            
. اریم داند، اعلام می    مبذول داشته  ای را  تحقیق همکاری صمیمانه  

محمدی، که در تایپ این مقاله دقّت و          قای امین شاه  آهمچنین از   
  .اند، سپاسگزاریم کوشش زیاد به عمل آورده

 
 
 
 
 
 

 :پی نوشت ها
1- Extreme Halophile  
2- Archaea 
3- Survival Curves 
4- D37 Value 
5- Intensity 
6- Photoreactivation  Repair 
7- Dose Rate 
8- Dark Excision Repair 
9- Conjugated Double Bonds 
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