
 پژوهنده )مجله پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي(

 019تا  013، صفحات 96، پي در پي 6، شماره هجدهمسال 

 1099 اسفندو  بهمن

 72/5/3197 تاريخ دريافت مقاله:

 7/33/3197 تاريخ پذيرش مقاله:
 

 کشت مخمر ینقره توسط عصاره تراتينقره از ن یهنانوذر سنتز
Rhodotorula sp. strain GM5  

 

 1*مراحم آشنگرفدکتر 
 

 

 سنندجدانشگاه کردستان، دانشکده علوم،  ،یوتکنولوژیو ب یستیگروه علوم ز ،یولوژیکروبیم اریاستاد .3
 

 چکيده
. در دیگشایمواد م یاتم اسیاستفاده از اتصال در مق قیها از طریماریاز ب یریمبارزه و جلوگ یبرا یدیجد یکردهاینانو رو یفناور سابقه و هدف:

مورد استفاده  یو بهداشت ییدارو ،ینانوذرات در علوم پزشک نیاز پرکاربردتر یکینقره به عنوان  ینانوذره ،یکروبیضد م تیمواد با خاص نیبهتر انیم

 ونیم  یو ارزان، مطرح است. اگرچه اثرات سمم  ستیز طیسازگار با مح یتولید نانوذرات، به عنوان روش یستیزهای روش یگرفته است. توسعه ارقر

 نیم شمده در ا  یگرغربال یمخمر یبوم یهیها، از جمله سوسمیکروارگانیاز م یمختلف هایگونه یگزارش شده ول هاسمیکروارگانیاغلب م ینقره برا

حاضمر، اسمتفاده از تموان     قیم غلبه کند. همد  از تحق آن  تیبر سم ،نقره یهآن در قالب نانوذر ینقره به فرم عنصر ونی یایتواند با احیم ،هشپژو

  .نقره بود یهنقره به نانوذر تراتین یستیز یایاح یبرا ،واکنشگر ستیبه عنوان ز یمخمر دیجد یهاهیسو یهبالقو

 یآورجمم   یهما از خاک ،یصیتشخ ییایمیوشیب یهاو تست یماکروسکوپ ،یکروسکوپیاساس مشاهدات م بر یمخمر یهیسو 33 ها:مواد و روش

شمدند.   یو جداسماز  یگمر غربال ،یانتخاب یساز یغن کیاساس تکن معادن طلا، واق  در شهرستان قروه از تواب  استان کردستان، بر یشده در حوال

 کریممورر در شم   یلم یم 5/7نقره با غلظت  تراتیبا محلول ن ،واکنشگر ستیبه عنوان ز ،شده یجداساز یمخمر یاههیحاصل از سو یهاسوپرناتانت

توسط  ،یدیشد. نانوذرات نقره تول ییکه قادر به سنتز نانوذرات نقره بود، شناسا یمخمر یهیشدند و سو یساعت گرماگذار 84انکوباتوردار به مدت 

  .شدند یبررس Particle size histogramو  UV-visible ،XRD ،SEM  یسنج فیط یزهایآنال

ممذکور از نظمر    ینمانوذرات نقمره بمود. سمویه     یقادر به سنتز خمارج سملول   GM5 یهیشده، تنها سو یگرغربال یمخمر یهاهیسو نیاز ب ها:يافته

در بانمک   KF543865 یدسترسم  ی)با شمماره   Rhodotorula شناسایی و در جنس ،بیوشیمیایی و همچنین مولکولی ،یشناس ختیر یهایژگیو

بمه دسمت آممده از     ریو تصماو  UV-visible یاسمککتروفتومتر  ،یدسمت آممده از مشماهدات چشمم    ه بم  جی( قرار داده شد. نتاNCBI یاطلاعات ژن

 .Rhodotorula sp یثابت کرد که سوپرناتانت کشت مخمر ،ذرات یاندازه  یتوز زی( و آنالXRD) کسی، پراش اشعه اSEM یالکترون کروسکوپیم

strain GM584ذرات  یهذرات و متوسط انداز یهانداز کیبار نسبتاً  یبا توز ینقره به نانوذرات نقره به اشکال کرو تراتین یستیز یای، قادر به اح 

 .نانومتر بود

 یمخممر ی سمویه تواند با استفاده از سوپرناتانت کشت یاستخراج، م یدهیچیبه مراحل پ ازینانوذرات نقره، بدون ن یخارج سلول سنتز: گيرینتيجه

GM5 مطرح شمود.   ،نانوذرات نقره دیجهت تول ییایمیکوشیزیف یهاروش نیگزیجا ،ستیز طیارزان و محافظ مح یستیواکنشگر ز ستیبه عنوان ز

نخستین  یپروژه برا نیصورت نگرفته و در ا Rhodotorula ینانوذرات نقره در جنس مخمر دیاز تول یامطالعه چیکنون هتا ،با توجه به اطلاعات ما

    .گزارش شد Rhodotorula sp. strain GM5 یمخمر یهینانوذرات نقره در سو یستیسنتز ز ،بار

 

 Rhodotorula sp. strain GM5 ،یستیز یاینقره، اح یهنانوذر واژگان کليدی:

 لطفاً به این مقاله به صورت زیر استناد نمایید:
Ashengroph M. Synthesis of silver nanoparticle from silver nitrate using culture extract of Rhodotorula sp. strain GM5. 

Pejouhandeh 2014;18(6):310-319. 
 

 1مقدمه
در  یابمما انممدازه  یدیممذرات جامممد کلو شممامل نممانوذرات، 

باشند. این ذرات، مشتمل بمر  مینانومتر  344تا  34 یمحدوده

                                                 
کردسمتان، سمنندج، بلموار     ؛ماراحم آشانگرف   ل مکاتباات: وؤمس نويسنده*

 تلفن، 44322-35325: ی، کدپست834 یپاسداران، دانشگاه کردستان، صندوق پست

 m.ashengroph@uok.ac.ir پست الکترونيك:(؛ 4423) 4478311: و نمابر

باشمند  ممی کم  یو ناهمگون ادیز اریبس یبا سطوح خارج یمواد

دهند. آنچه باعم  ههمور علمم    یبروز م یکوانتوم یهادهیکه پد

باشمد کمه   نانو شده، نسبت باری سطح بمه حجمم ممی    یفناور

شروع به تغییر رفتار کمرده   ،مواد در مقیاس نانوموجب گردیده 

(. در واقم  در  7و  3ای غلبمه کنمد )  و رفتار سطح بر رفتار توده

قوانین فیزیمک کلاسمیک از بمین رفتمه و قموانین       ،این مقیاس

وقتی به مقیماس   د. تقریباًنشوفیزیک کوانتومی وارد صحنه می
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و حتی رنگ،  ، نقطه ذوبرسیم خواص فیزیکوشیمیایینانو می

شود. افزایش نسمبت سمطح بمه حجمم باعم       متحول می کاملاً

همای درون  های واق  در سمطح نسمبت بمه اتمم    شود که اتممی

رات، اثر بیشمتری روی خمواص فیزیکمی ذرات داشمته     حجم ذ

 افمزایش نسمبت سمطح بمه حجمم عملاوه بمر        ،نیهمچن .باشند

داده و  رسمطحی را تغییم   افزایش واکنش پمذیری ذرات، فشمار  

 یههای ذرات با کاهش انمداز بین اتم یشود که فاصلهباع  می

متقابلی بر خواص نموری،   اثراتامر  نیکاهش یابد که هم ،ذره

 1اطیسی، الکترونیکی و ترمودینامیکی ماده خواهد داشت )مغن

نمانو   یفناور یتنوع کاربردهاو  یگستردگ ،(. در حال حاضر8و 

بهداشت و  ست،یز طی، محیاست که صنعت، کشاورز یبه حد

از  گممرید یاریو بسمم هیمماقتصمماد، تغذ ،یممیدرمممان، علمموم دارو

 شگر  آن قرار گرفته است.  ریتحت تأث، بشر یزندگ یهاجنبه

 تولید نانو به منظورهای بسیار زیادی تلاش، های اخیردرسال

نوری، شیمیایی، الکتریکی و فوتو  یذرات به دلیل خواص ویژه

 انگریممباسممت. همممین امممر  الکتریکممی آنهمما صممورت گرفتممه   

مختلمف همچمون    یهاهای گوناگون این مواد در عرصهاستفاده

علموم   ،یو بهداشمت  یمی دارو ،یواکنشگرها، علموم پزشمک   ستیز

دانش داروهای زیستی، مکانیک، مغنماطیس و   تیک،اپ ،یستیز

کمه   یادیم ز تیاهم ی(. نانوذرات نقره به واسطه5انرژی است )

 یعفمون  یهما یممار یو در درممان و بهبمود ب   یپزشک  یدر صنا

 یهما یممار یب ،ی(، گوارشم یو انگل یروسیو ،یقارچ ،ییای)باکتر

هما و  یهما، انمواع جراحمات و سموختگ    از جملمه جموش   یپوست

 یهما کننمده  یو ضدعفون یخوراک یهامحلول یهیته نینهمچ

اسمت   تیم ز اهمیحا اریبس زیدست و سطوح دارد، ساخت آن ن

 (. 2و  4)

متحمممل اغلممب نممانو ذرات نقممره   ییایمیکوشممیزیف دیممتول

کم و  دیراندمان تول ،سنتزفرآیند  ریمس یبار، سخت یهانهیهز

بما   . از هممین روی، باشمد یبمار مم   یطیمح ستیز یهایآلودگ

روزافمزون بمه    ازیم توجه به کاربرد رو به رشد نانوذرات نقمره و ن 

 یکمه آلمودگ   یلیساخت ابمزار و وسما   یبرا ییهاروش یتوسعه

 یهیم ته یروش بمرا  نینداشمته باشمند، بهتمر    یطم یمح ستیز

-ستیبه عنوان ز یستیز یهاستمیاستفاده از س ،نانوذرات نقره

 ،کمتمر  ینهیهزصر  انبوه با  دیتولعلاوه بر واکنشگر است که 

نمانوذرات  گرفتمه و  صمورت   یطم یمح ستیبه دور از خطرات ز

 ،یداریم ذرات و پا یهانمداز   یم شده از لحما  توز  دیتول یستیز

 (. 4تر هستند )کنواختی ،ییایمیو ش یکیزیبه سنتز ف نسبت

 هما سمم یکروارگانیاغلمب م  ینقره بمرا  ونی یاثرات سم اگرچه

سمنتز نمانوذرات    یبمرا  یمتعمدد  یهاگزارش یگزارش شده ول

هما از جملمه   سمم یکروارگانیم مختلمف  همای نقره توسمط گونمه  

ها و مخمرها وجمود  ستینومیاکت ،یارشته یهاها، قارچیباکتر

نقمره   انودراتن یستیحال در مورد سنتز ز نی(. با ا9-73) دارد

گرفتمه  صمورت   نادریمطالعات  ،یمخمر یهاهیسو یلهیبه وس

و  Kowshik یتموان بمه مطالعمه   یارتبما  تنهما مم    نیدر اکه 

صورت گرفته توسط  ی(. در مطالعه77همکارانش اشاره نمود )

Kowshik  مخمممر  یهی، از سممو7441و همکممارانش در سممال

MKY3ره از یک محلول نانوذرات نق ی، برای سنتز خارج سلول

 5تما   7به نمانوذرات نقمره بما ابعماد      ییاببه منظور دست یتراتین

نممانومتری، در دممما و فشممار محممیط اسممتفاده شممده اسممت. در  

بمه   یمخممر  یبموم  یهما هیسمو  یهتوان بالقو ،حاضر یمطالعه

نقمره بمه    تمرات ین یسمت یز یایم واکنشمگر در اح  سمت یعنوان ز

بمار در   نیاولم  یقرار گرفتمه و بمرا   یمورد بررس ،نقرهی هنانوذر

سمنتز خمارج نمانوذرات نقمره      ،یالمللم نیو ب یسطح مجام  مل

 Rhodotorulaاز جمنس   یمخممر  یبموم  یهیسو کیتوسط 

sp. شود.   یگزارش م 

 

 ها و روش مواد
درصمد از شمرکت    99 ینقمره بما خلموص بمار     تمرات ین نمک

( Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) چیآلممدر-گمایسمم

نقمره در آب دو بمار    تمرات یهای استوک نشد. محلول یداریخر

 یلهیاز فیلتراسمیون بمه وسم   پمس   حل شمده و  ،لیاستر ریتقط

 یدرجممه 8دمممای در  ،یکرونممیم 77/4 یسممرنگ یلترهممایف

گلموکز،   شمدند.  ینور نگهدار ازو به دور  خچالیدر گراد یسانت

 یهما طیمحم  یهیم ته یبمرا  ازیم مخمر مورد ن یپکتون و عصاره

 تمر یگرم در ل 74پکتون  تر،یگرم در ل 34)گلوکز  YPDکشت 

 .E) ( از شممرکت مممرکتممریگممرم در ل 74مخمممر  یو عصمماره

Merck, Darmstadt, Germanyدر دیممگرد یداریمم( خر .

 7بمه آن   ،رکشمت ممذکو   طیجامد کردن مح یبرا ،موارد لزوم

-Dichloran Roseکشمت   طیشمد. محم  میدرصد آگار اضافه 

Bengal Chloramphenicol Agar  تمر یگمرم در ل  5 یحماو 

 دروژنیم ه ید تمر یگمرم در ل  3گلوکز،  تریگرم در ل 34پکتون، 

گرم  447/4 م،یزیسولفات من تریگرم در ل 5/4فسفات،  میپتاس

گرم در  3/4رزبنگال،  تریگرم در ل 475/4کلوران،  ید تریدر ل

 pHآگمار بما    تریگرم در ل 35و  کلیکلرامفن کیوتیب یآنت تریل

شمد. اغلمب    یداریانگلستان، خر Quelab، از شرکت 4/5برابر 

از شمرکت   ،زاممر یپل یارهیم مواد استفاده شمده در واکمنش زنج  

 .  ندشد هی( تهCinnagen Company, Iran) ناژنیس

معممادن طمملا، واقمم  در  یحمموال یهممااز خمماک یریممگنمونممه

 یهما شهرستان قروه از تواب  استان کردستان، انجام شد. نمونه

و پمس از انتقمال بمه     یآورجمم   لیاسمتر  یهما خاک در هر 
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 گمراد یدرجمه سمانت   8 یدر دمما ، تا هنگام استفاده ،شگاهیآزما

 94 یحماو  یهما گرم به ارلمن  34 ،شدند. از هر نمونه ینگهدار

 مینممک سمد   تمر یگمرم در ل  5/4) کیم ولوژیزیسرم ف لیترمیلی

شد. از هر ( از محیط اضافه شد و سکس سری رقت تهیه دیکلرا

در محیط کلرامفنیکل رزبنگال آگار کمه  میکرولیتر  744 ،رقت

مورر( پس از یلیم 5/7نقره ) تراتیاز ن یبه آنها غلظت مشخص

پمور بما قطمر    یلم یم ییغشما  یهما هیپار قیکردن از طر لیاستر

 یافزوده شده بود، به روش کشمت چمنم   کرونیم 77/4سوراخ 

(Spread plateبا میله )بمه  هما پلیمت  و داده شمت ک ،سرکج ی 

 گرماگممذاری سممانتیگراد درجممه 74 انکوبمماتور در روز 5 مممدت

 رم از پس ،محیط روی بر یافته رشد مخمری هایشدند. کلنی

کمه   عموضو این اثبات و میکروسکوپ زیر در مشاهده و گرفتن

 YPD یهما بمه محمیط   سمازی به منظور خالص ،مخمر هستند

انتقمال داده شمدند.    ،نقمره  تمرات یممورر ن یلیم 5/7 یآگار حاو

. ندیافت انتقال اسلنت هایبه محیط ،مخمرهای جداسازی شده

است که بمه منظمور    YPD محیط همان ،استفاده مورد محیط

 دعد دو محیط هر از. است گردیده استفاده مخمر سازیخالص

یک اسلنت به عنوان کشت مادر نگهمداری  گردید. اسلنت تهیه 

مربو  به  یهاشیعنوان منبعی جهت آزماو از محیط دیگر به 

 نانوذرات نقره استفاده شد.   یستیسنتز ز

نانوذرات نقره توسمط   یسنتز خارج سلول ییتوانا یبررس یبرا

تمازه  یک لوپ از مخمرهای  ،شده یجداساز یمخمر یهاهیسو

جاممد را بمه    YPDسماعته( بمر روی محمیط     78رشد یافتمه ) 

مای  در  YPDمحیط کشت  لیترمیلی 74مای  ) YPDمحیط 

سماعت   78( تلقیح کرده و به ممدت  لیتریمیلی 344یک ارلن 

درجممه  74و دمممای  rpm 744بمما دور  ردر انکوبمماتور شممیکردا

گردید. از این محیط به منظمور تلقمیح    یگرماگذار ،گرادسانتی

 از درصممد یممک. گردیممد اسممتفاده کشممت هممایدر محممیط

 754 یهما ر ارلمن شمده را د  هیم ته یمخممر  یهاونسوسکانسی

در  YPD  یکشمت مما   طیمح تریلیلیم 54 یحاو یتریلیلیم

دور در  744ممدور )  کریش یگراد بر رو یدرجه سانت 74 یدما

جمدا کمردن    یشد. برا یساعت گرماگذار 84(، به مدت قهیدق

، از YPD  یکشممت ممما طیاز محمم یمخمممر یسممتیز یهتممود

 8 یدر دمما در دقیقمه    g5444 بما دور  یخچمال ی وژیفیسانتر

. پمس از  دیم اسمتفاده گرد  قهیدق 34گراد به مدت یدرجه سانت

 یگرم از تموده  34 ل،یراست ریسه بار شستشو با آب دو بار تقط

 54 یکمه حماو   یتمر یلیلم یم 754 یهامذکور در ارلن یستیز

شد و بمه ممدت    ختهیبود، ر لیاستر ریآب دو بار تقط تریلیلیم

گراد یدرجه سانت 74 یانکوباتوردار در دما کریساعت در ش 84

 یقمرار داده شمد. پمس از طم    دور در دقیقمه   744 کریو دور ش

بما اسمتفاده از    یممر مخ یسملول  یهما توده ،یگرماگذار یدوره

 یهاز تمود  یعمار  یهما جمدا شمده و از سموپرناتانت    وژیفیسانتر

واکنشمگر   سمت یشمده بمه عنموان ز    یآورجم  یمخمر یستیز

نقره به نانوذرات نقره استفاده شمد.   تراتین یستیز یایاح یبرا

 54 یحماو  یتمر یلیلم یم 754 یهابه فلاسک ،منظور نیا یبرا

 تمرات یمحلول ن ،یاز سوپرناتانت برداشت شده مخمر تریلیلیم

مورر( اضافه شمده و بمه ممدت    یلیم 5/7 یینقره )با غلظت نها

دور گمراد و  یدرجمه سمانت   74 ییدمما  طیساعت تحت شرا 84

از  ،شد. به طور همزممان  یگرماگذاردور در دقیقه  744 کریش

( یسوپرناتانت کشمت مخممر   حینقره )بدون تلق تراتیمحلول ن

نمانو ذرات   تی. خصوصم دیدکنترل استفاده گر طیبه عنوان مح

ممورد   ،یلیتبمد  سمت یشده در محلول واکنش ز لیکتش ینقره

 قرار گرفت.  SEMو  UV ،XRD یزهایآنال

 یهما یژگم یو یبمر مبنما   GM5 یمخممر  یهیسمو  ییشناسا

 یبنمد اساس اسمتاندارد طبقمه   بر ،ییایمیوشیو ب یشناسختیر

Kurtzman and Fell (7444 ) ( جهممت 71انجممام شممد .)

رم مرطوب  ،ینور کروسکوپیبا م یسلول یمورفولوژ صیتشخ

 یو بررسم  هیم ته YPDکشت  طیدو روزه در مح  یاز کشت ما

 YNBطیاز محم  ،جمذب قنمدها   ییشناسا م. جهت انجادیگرد

(yeast nitrogen base)  کمه   طیمحم  نیم . ادیم اسمتفاده گرد

رشمد و عناصمر    یها، فاکتورهما نیتامیها، ونتیانواع نوتر یحاو

هنمد   HIMDEIAباشد، به صورت آماده از شرکت یم ابیکم

 یمخممر  یهیجمنس سمو   دییم أشد. سمکس جهمت ت   یداریخر

 ITSو  18S rRNA یهممامممذکور از تعیممین تممراد  ژن  

(Internal Transcribed Spacers)    استفاده شمد. اسمتخراج

DNA یهیسممو یژنمموم GM5 بمما کمممک  بیممبممه روش تخر

 ی( روglass bead disruption) یاشمممهیش یهمممادانمممه

 طیسماعته مخممر در محم    78حاصمل از کشمت    ونیسوسکانس

از  تمر یلیلم یم 34 ،روش نیم انجام شمد. در ا   یما YPDکشت 

را برداشمته و در   یمخممر  یهیشده با سو حیتلق YPD طیمح

شمود.  یمم  وژیفیسمانتر  قمه یبمه ممدت پمنج دق     g 1444 دور

 یلهیرسوب داده شمده بمه وسم    یمخمر یستیز یهتود ،سکس

پممس از آن، شستشممو داده شممد.   کمماملاً ،لیآب مقطممر اسممتر 

 قمه یبه مدت پنج دق  g 1444در دور  یمخمر ونیسوسکانس

 یهبمه تمود   ،یمی رو لمحلمو  یهیم شد و پس از تخل وژیفیسانتر

 100) کننمده  زیم از بافر ل تریکرولیم 844 ،افتهیرسوب  یسلول

mM Tris-HCl pH 8.0, 10% SDS, 2% Triton X-

100, 10 mM EDTA, 100 mM NaCl)   اضافه و ورتکمس

 لیم زوآمیا-کلروفمرم -از محلول فنل تریکرولیم 844شد. سکس 

 844 نی( و همچنم 3 و 78و  75 یبا نسبت ها بیالکل )به ترت

اضافه شد.  تریلیلیم 5/4با قطر  یاشهیش یهاگرم از دانهیلیم
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مرحلمه   نیزده شد )در ا به شدت هم قهیدق 35سکس به مدت 

 ،یمخممر  یهما و سلول یا شهیش یدانه ها نیب دیبرخورد شد

. حضممور شممودمممی یسمملول یوارهیممکامممل د بیممباعمم  تخر

 باعم  سسمت شمدن    ،ممواد موجمود   ریفنمل و سما  ها، دترجنت

موجمود در   یهما یهما و چربم  نیو حذ  پروتئ یسلول یدیواره

بما   وارهیم کاممل د  بیم تخر ینمه یزم نیشود و بنمابرا یم وارهید

زدن،  شود(. پس از همم یفراهم م یاشهیش یهااستفاده از دانه

شمد.   وژیفیسانتر  g 37444با دور  قهینمونه به مدت پنج دق

انتقال  یگرید لیفالکون استر یبرداشته و به لوله ییمحلول رو

شممده، محلممول  هبرداشممت یممی. هممم حجممم محلممول روداده شممد

( اضافه و سمکس بما   3به  78الکل )به نسبت  لیزوآمیا-کلروفرم

رسموب   ،استخراج شمده ی DNAسرد  زوپروپانولیاستفاده از ا

 یدر دمما  g37444دور  با ،قهیدق 5به مدت  ،. نمونهشدداده 

بمه منظمور    ،. پمس از آن دشم  وژیفیگمراد سمانتر  یدرجه سانت 8

رسموب   یDNAهما،  یالصم خنا ریو سما  یاضاف یهاحذ  نمک

درصد شستشو داده شد. مخلو   44 با استفاده از اتانول ،افتهی

قرار داده شد. پس از آن به  خی یرو قهیدق 34حاصله به مدت 

شده و سکس  وژیفیسانتر  g 37444دور  با ،قهیمدت پنج دق

کاممل   ریم شمد. پمس از تبخ   جسمکلر خمار  لهیبه وس ییرو  یما

آب مقطمر   ایم  TEبافر  تریکرولیم 54 ،به رسوب حاصل ،اتانول

 یمنهما  زریم فر در PCR نمد یاضافه و تا زمان انجام فرآ یقیتزر

(. پمس از اسمتخراج   78شمد )  ینگهمدار  ،گرادیدرجه سانت 74

DNAیمخمممر یهیسممو یژنمموم ی GM5 بمما اسممتفاده از دو ،

و  ییشناسما  یکه از آنهما بمرا   UL28و  UL18 یهمگان مریپرا

ژن  ریم شمود، تک  یاسمتفاده مم   هما وتیوکمار یانمواع   یبندطبقه

 یمرهما یپرا یدیم نوکلئوت ی(. تموال 75) رفتیمربوطه انجمام پمذ  

 نشان داده شده است.  3در جدول  ،مربوطه

 
 نيياستفاده شده جهت تع یمرهايپرا یدينوکلئوت یهايتوال .1جدول 

 .GM5 یهيجنس سو

 

مخلو  واکمنش   تریکرولیم 54 ییدر حجم نها PCRواکنش 

 در جمدول  PCR ندیآفر نیانجام شد. مواد واکنش دهنده در ا

 داده شده است.نشان  7

  

 
 .GM5 یدر سويه PCRمواد و مقادير مورد نياز برای انجام واکنش  .9جدول 

 
 

 عبمارت بودنمد از   PCR نمد یفرآ نیواکنش در ا ییدما طیشرا

 5گمراد بمه ممدت    یدرجه سانت 95 ،هیواسرشت شدن اول یدما

درجه  95واسرشت شدن  یتکرار دما کلیس 14سکس  قه،یدق

درجممه  54اتصممال  یدممما ه،یممثان 14گممراد بممه مممدت یسممانت

درجمه   27شمدن   لیم طو یدمما  ه،یثان 14گراد به مدت یسانت

 یدمما  کل،یسم  نیم . بعد از اتمام اقهیدق 7گراد به مدت یسانت

 قمه یدق 34گراد بمه ممدت    یدرجه سانت 27 ییشدن نها لیطو

ژل  یرو بمر  PCRبود. پس از الکتروفمورز محصمول حاصمل از    

، باند 44و در ولتاژ  TAE یبافر طیدرصد تحت شرا 5/3آگارز 

 یلهیبه وس یسازژل جدا شده و پس از خالص یاز رو یریتک 

 نیممی، جهممت تعFermentaseشممرکت  PCR صیتخلمم تیممک

( به شرکت فزاپژوه جهت ارسال بمه  Sequencing) یتراد  ژن

   .دیارسال گرد ،یجنوب یدر کشور کره Macrogen شگاهیآزما

بما   ،یسمت یشده در محلول واکمنش ز  کلیتش ینقره نانوذرات

رنمگ محلمول واکمنش(،     رییم )تغ یاستفاده از مشاهدات هاهر

 UV-visible (Analytik Jena's یاسککتروفتومتر شاتیآزما

spectrophotometer SPECORD 210, Carel Zeiss 

Technology, Germany)کسی، روش پراش پرتو ا (X-ray 

Diffractometer, D8ADVANCE, Bruker, 

Germany)ذرات بما   یانمدازه  نیانگیذرات و م  یتوز ی، بررس

 Particle size analyzer (Malvernاسمممتفاده از  

Instruments Ltd., Mastersizer 2000, UK) نیو همچن 

Orientation sequence (5ʹ-3ʹ) Name 

Forward- tgtacacaccgcccgtc UL18 
Reverse- atcgccagttctgcttac UL28 

 غلظت نهايي ميکروليتر 03حجم لازم برای واکنش با حجم نهايي  مواد

 X PCR 5 µl 1 X 10بافر 
 dNTP (40 mM) 1 µl 800 µMمخلو  

(50 mM) 2MgCl 2 µl 2 mM 

 Forward 1 µl 0.5 µM پرایمر

 Reverse 1 µl 0.5 µMپرایمر 

Taq polymerase (5U/µl) 1 µl 0.1 U 

DNA 2 الگو µl 20 µg/ml 

 - میکرولیتر 54اضافه نمودن تا حجم نهایی  آب تزریقی
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-KYKY) یروبشم  یالکترونم  کروسمکوپ یبما م  یبردار ریتصو

EM3200, KYKY Technology Development Ltd., 

Chinaکلیاول، تشم  یقمرار گرفمت. در مرحلمه    ی( مورد بررس 

 یرنمگ محلمول واکمنش حمماو    رییم تغ ینمانوذرات بما مشماهده   

( 3AgNOنقمره )  تمرات یو محلمول ن  یسوپرناتانت کشت باکتر

 یمی محلمول رو  یجمذب  فیم ط نیمی مشخص شد. به منظمور تع 

 5به ممدت    g 5444ها با سرعت نمونه وژ،یفیحاصل از سانتر

شمد. سمکس    وژیفیسمانتر  ،گمراد یدرجه سانت 8 یدر دما قهیدق

با هد   SEMو  Particle size analyzer ،XRD یزهایآنال

 نیشمده و همچنم   کلیبمودن نمانو ذرات تشم    یسمتال یکر دییأت

 .  رفتیآنها انجام پذ یهشکل و انداز یبررس

 

 هاافتهي
نسبت بمه   یریپذتحمل تیبا قابل یمخمر یهیسو 33 نیب از

، جمدا  GM5 یهینقره، تنها سوپرناتانت کشمت سمو   یسم ونی

نقمره بمه    تمرات ین یایم قمروه، قمادر بمه اح    یشده از معدن طلا

 رییتغ جادیبود که با ا مورر یلیم 5/7نانوذرات نقره، در غلظت 

 3شد )شکل  ییشناسا یابه قهوه دیرنگ محلول واکنش از سف

 سممتیکممه بممه عنمموان ز ییهمماسمممیکروارگانی(. مAIIقسمممت 

نقمره هسمتند، رنمگ     تمرات ین یسمت یز یایقادر به اح ،واکنشگر

زرد و  ،یاقهمموه ،ینقممره را بممه صممورت ارغمموان تممراتیمحلممول ن

متفماوت،   یهما رنمگ  جادیا لیدهند که دلیم رییتغ یخاکستر

نقمره بمه    یهما ونیم  یسمت یز یایم متفماوت در اح  یهاسمیمکان

نانوذرات با ابعاد و اشکال  دینانوذرات نقره است که منجر به تول

از نمانوذرات هماهر    یمختلف یهارنگ تیمتفاوت شده و در نها

 کیم ، UV-vis یها با اسککتروفتومترنمونه زی(. آنال2شود )یم

 کیم نمانومتر )پ  815مشمخص را در طمول مموج     یجمذب  کیپ

وجمود   انگریم نمانوذرات نقمره( نشمان داد کمه ب     یبرا یاختصاص

(. BII قسمت -3نانوذرات نقره در محلول واکنش است )شکل 

در  ،نانوذرات نقره یجذب کیپ ینهیشیب ،اساس مناب  معتبر بر

(.74باشممد )ینممانومتر ممم  854تمما  844 یهمماطممول ممموج 

  

 
 

 

: GM5 .Aمخممری  ی یید سنتز خارج سلولی نمانوذرات نقمره توسمط سمویه    أجهت ت UV-visibleمشاهدات چشمی و طیف سنجی  .3شکل 

: B(. IIساعت پمس از واکمنش احیمای زیسمتی )     84( و Iمیلی مورر( در ابتدای واکنش ) 5/7در محلول نیترات نقره ) GM5سوپرناتانت مخمر 

پمس از   ساعت 84( و Iدر محلول نیترات نقره در ابتدای واکنش ) GM5اسککتروفتومتری حاصل از سوپرناتانت مخمر  UV-visibleهای طیف

 استفاده گردید. rpm 744گراد و دور شیکر  درجه سانتی 74های احیای زیستی مذکور از شرایط دمایی (. در واکنشIIواکنش احیای زیستی )
 

 

بممه منظممور اثبممات  XRD زیپممژوهش، آنممال نیمما یادامممه در

بمه   یهاافتهینقره انجام گرفت. براساس  یفلز یهاستالینانوکر

نشمممان داده شمممده اسمممت،  7دسمممت آممممده کمممه در شمممکل 

و  774، 744، 333قممره در سممطوح ن یفلممز یهمماسممتالینانوکر

و  º7/14، º8/84، º4/48 ریبما مقماد   ییهاکیپ ،بیبه ترت، 133

º4/22 یهما سمتال یاسمتاندارد نانوکر  یرا نشان داد که با نمونه 

 (.72دارد ) یهمخوان نقره کاملاً
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 .GM5 یمخمر یهی( نانو ذرات نقره سنتز شده توسط سوXRD) کسیپراش اشعه ا زیآنال .7شکل 

 

 یالکترونم  کروسمکوپ یم ریحاصمل از تصماو   یهما کروگرا یم

 یکمرو  سنتز نانوذرات زین Particle size analyzerو  یروبش

نمانومتر و   375تما   75ذرات  یهانمداز  کیم بار نسمبتاً   یم با توز

(.1نممانومتر را نشممان داد )شممکل  84ذرات  یهمتوسممط انممداز

 

 

 
 .GM5ی مخمر یهیسنتز شده توسط سو (II)نانوذرات نقره   یتوز زیو آنال SEM (I) یالکترون کروسکوپیشده از م هیته یهاعکس .1شکل 

 

ی ویهنمانوذرات نقمره توسم    دیم تول ییشدن توانا یاز قطع پس

منتخممب بمما اسممتفاده از  یهیسممو یی، شناسمماGM5 یمخمممر

 ی. سممویهرفتیصممورت پممذ ،یو مولکممول یکیفنمموت یهمماروش

و مشماهدات   یهماهر  یکه براسماس آنالیزهما   GM5 یمخمر

 نقره به نانوذرات نقره  تراتین یستیز یایاح تیقابل ،یدستگاه

 

 یشناسم خمت یهمای ر اسماس ویژگمی   انتخماب و بمر   ود،را دارا ب

( و 71قرار گرفمت )  ییمورد شناسا ،متداول مخمرها یصیتشخ

داده شد.  صیتشخ .Rhodotorula sp به طور موقت به عنوان

و  I) 8 در شمکل  ،های مورفولوژیک و کشتی ایمن سمویه  ویژگی

IIیهی( نشان داده شده است. سو GM5ی، از نظر ماکروسکوپ، 
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بمموده و از نظممر   یبممه رنممگ قرمممز تمما صممورت    یکلنمم یدارا

بمه  و  بموده  سمه یر و فاقمد  یبه صورت تک سملول  یکروسکوپیم

 دهیم د یگروهم  ایم و  ییمنفرد، دوتما  یهایضویب ای یشکل کرو

. (II8 )شمکل  ابنمد ییمم  ریو معمورً با جوانه زدن تک  شوندیم

ژنمومی   DNA، ابتمدا  GM5 یجهت شناسمایی دقیمق سمویه   

 18S rDNA و ITSنواحی  یکننده کداستخراج و سکس ژن 

مورد واکمنش   UL28Rو  UL18Fیهمگاناز طریق پرایمرهای 

PCR شکل( قرار گرفت III8همان .)قابمل   8 گونه که در شکل

 pb 3254 یمناسمب در ناحیمه   PCRمحصول  است،مشاهده 

ممورد اسمتفاده جهمت     یDNAنمایان شده که بیانگر خلوص 

 باشد.تعیین توالی می

  

 

 
 یژنموم سمویه   PCR. الکتروفمورز محصمول   (II)و شمکل میکروسمکوپی آن    (I) آگمار  YPDدر محیط  GM5مخمری ی کلنی سویه .8شکل 

 .: کنترل منفی3، ستون GM5: سویه 2مارکر، ستون  DNA: 1. ستون GM5  (III)مخمری

  

 

ممذکور و بلاسمت    یاز مشخص شمدن تموالی ژن سمویه    پس

 نیمی ، قارچ مورد نظمر تع NCBIنمودن آن در سایت اینترنتی 

ایمن سمویه دارای    ،اساس نتایج حاصل از بلاست شد. بر تیهو

ثبممت شممده   یهیدرصممدی بمما سممو   99از  شیمشممابهت بمم 

Rhodotorula sp. VITJzN03 یدسترسمم ی)بمما شممماره 

JX310560 ینترنتیا تیدر سا NCBIبما   ،باشد. در ادامه( می

 neighbor-joinigروش  یفیلوژنی بر پایمه  یترسیم درختچه

مشخص شد کمه ایمن    MEGA-4 (74) با استفاده از نرم افزار

ترین قرابت ژنتیکی نزدیک ،ثبت شده یهاهیسویه در میان سو

)شمکل   دارد Rhodotorula از جمنس  یمخمر یهاهیرا با سو

5)  . 
 

  بحث
 یهممایژگممیکممه و یینممانو بمما مممواد و سمماختارها   یفنمماور

 یداشمته و دارا  یفمرد ه منحصمر بم   یسمت یو ز ییایمیکوشیزیف

باشمند، بمه وجمود آممده اسمت.      یمم  یکموچک  اریبس یهااندازه

 ،یمی دارو ،یدر علوم پزشمک  یفراوان دیفوا ،به نانوذرات یدسترس

دارد. نمانوذرات   یو نسماج  ییغذا  یصنا ،یدامکزشک ،یبهداشت

توجمه   ،بار یکاربرد یهاز توان بالقو یبرخوردار لیبه دل یلزف

 یرا در زنمدگ  یدیم جد هایافقرا به خود جلب نموده و  یادیز

 انیمماسممت. از م نمایممان سمماخته  ،علمموم و بهداشممت  نینممو

نانوذرات نقره بمه علمت    ،یکروبیبا خواص ضد م ینانوساختارها

دارای جایگماه   ،بمار  یکروبیمو ضد یستیدارا بودن خواص کاتال

 یهما کمروب یو ههور م ییمقاومت دارو (.79) باشندمیای ویژه

 ،مهمم  یمعضمل بهداشمت   کیها به عنوان کیوتیبیمقاوم به آنت

 ،ییایکند. با توجه خواص ضدباکتریم دیرا تهد یسلامت عموم

، با استفاده نانوذرات نقره یو ضد انگل یروسیضد و ،یضد قارچ

نممود و بمه عنموان     جماد یا یکروبیتوان سطوح ضمدم یم آنهااز 

همای  هما، مکمان  بیمارسمتان در  تمام سطوح م لاً یبرا یپوشش

 عمومی و حتی منازل، استفاده نمود.

I 

III 

II 
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شمد. بررسمی اعتبمار     میترسم  Kimura-2 parameters. درخت فیلوژنتیک بما الگموریتم   Neibour-joining رسم شده به روش GM5 یمخمر یهیسو یلوژنیف یدرختچه .5شکل 

 یدر بانک اطلاعات ژن یابیقابل دست یژن یشماره به مربو  پرانتز داخل اعداد. گرفت صورت گیریبار نمونه 344و با  Bootstrap analysis از الگوریتم استفاده با درخت هایشاخه

NCBI باشد.یم 
 

در  ،هما سمیکروارگانیاز م یعیوس فینانوذرات نقره در برابر ط

و  بوده یقو یکروبیاثرات ضد م یدارا ،نییپا اریبس یهاغلظت

 یو اثرات سوء جانب تیعدم سم لیاز قب ییهاتیبا توجه به مز

عمدم   نیبمودن و همچنم   فیم الط یوسم  ،یانسمان  یهما بر سلول

نممانوذرات کممه نسممبت بممه  نیممنسممبت بممه ا یکروبممیمقاومممت م

مناسمب   نیگزیها دارد، در حال حاضر به عنوان جاکیوتیبیآنت

همما از جملممه یممماریاز ب یاریهمما در درمممان بسممکیمموتیبیآنتمم

 یهمماعفونممت ،یپوسممت یهممایممماریب ،یگوارشمم یهممایممماریب

همما و کممردن زخممم یضممدعفون یبممرا نیو همچنمم یمارسممتانیب

(. با توجه به مشکلات 14و  2) باشدمیمطرح  ،یجراحات عفون

ممورد اسمتفاده در    ییایمیشم کویزیف یهما که در روش یاعمده

 ،ییایمیفتوش یایاح ،ییایمیش یایاح ریسنتز نانوذرات نقره نظ

وجمممود دارد، اسمممتفاده از   زیولیمممو راد زریمممل ازاسمممتفاده 

 یهبمالقو  یهما تلف به عنوان نانوکارخانهخم یهاسمیکروارگانیم

 سمت، یز طیسنتز نانوذرات همسو و سمازگار بما محم    یسبز برا

مقمرون بمه    نیو همچنم  داریم ذرات، پا یاندازه کنواختی  یتوز

(. 17و  13شمده اسمت )   شنهادیپ ،یصادصرفه بودن از نظر اقت

 یایدر اح ،یمخمر یبوم یهاهیسو یهپروژه، توان بالقو نیدر ا

قرار گرفمت.   یابیمورد ارز ،نقره به نانوذرات نقره تراتین یستیز

تولید نانوذرات به دلیل وجود  در یمخمر یهاهیاستفاده از سو

ویمژه در ایمن   های ها و پروتئینای از آنزیممقادیر قابل ملاحظه

ها، سهولت کار با آنها در آزمایشمگاه و سمهولت   میکروارگانیسم

از  ،بمودن  ممن یو ا یسملول  یهدسترسی به مقادیر زیمادی تمود  

 یهیسو 33راستا،  نی(. در ا77برخوردار است ) ییبار تیجذاب

شده از معمادن طملا واقم  در     یآورجم  یهااز خاک ،یمخمر

 یریپمذ تحممل  یبراساس الگمو  ،از تواب  استان کردستان ،قروه

 ق،یم تحق نیم ا ی. در ادامهدیگرد یازجداس ،نقره ونینسبت به 

کشت  یهانانوذرات نقره با استفاده از سوپرناتانت یستیسنتز ز

اسماس   مورد مطالعه قرار گرفت. بمر  ،مذکور یمخمر یهاهیسو

 یمخممر  یهیبه دست آممده، تنهما سموپرناتانت سمو     یهاافتهی

GM5نانو ذرات نقره بود. از سوپرناتانت  یستیز دی، قادر به تول

 یواکنشگر برا ستیبه عنوان ز یمخمر یسلول یهتود از یعار

واکمنش   کیم نقمره در   تمرات ینانوذرات نقره از محلول ن یهیته

بدسمت آممده،    جی. براسماس نتما  دیم استفاده گرد یلیتبد ستیز

 تمرات یبعد از مواجهمه بما محلمول ن    GM5 یهیسوپرناتانت سو

 تمرات ین یستیز یایمورر، قادر به اح یلیم 5/7نقره در غلظت 

 کیم بار نسمبتاً   یم با توز ینقره به نانوذرات نقره به اشکال کرو

 تیم نانومتر بمود. مز  84ذرات  یذرات و متوسط اندازه یهانداز

 یمخممر  یهینقمره توسمط سمو    ینمانوذره  یسنتز خارج سملول 

GM5 داخل  دیاست که تول نیحاضر در ا قیجدا شده در تحق

 یاضماف  مراحمل به  ازیبوده و ن نهیهزپر ،مذکور ینانوذره یسلول

 ،نی(. بنمابرا 11جهت استخراج نانو ذرات از درون سملول دارد ) 

 یخمارج سملول   دیم تموان بمه تول  یمذکور م یهیسو یلهیبه وس

استخراج،  یدهیچیبه مراحل پ ازیبدون ن ،یرو دینانوذرات اکس

به عنموان   GM5 یپژوهش، سویه نیا ی. در ادامهافتیدست 

و  یشناسم  ختیر اییبرتر انتخاب گردید و مورد شناس یسویه

► Strain GM5 (KF543865) 

 Rhodotorula sp. VITJzN03 (JX310560) 

 Rhodotorula mucilaginosa (HE660061) 

 Rhodotorula mucilaginosa (AY953967) 

 Rhodosporidium toruloides (DQ832191) 

 Rhodotorula glutinis (FJ345357) 

 Rhodosporidium diobovatum (AB217485) 

 Rhodosporidium fluvial (AY745719) 

 Sporidiobolus ruineniae (EU547494) 

 Sporobolomyces beijingensis (AY364837) 

 Sporidiobolus pararoseus (FJ755245) 

 Sporobolomyces roseus (DQ832234) 96 
100 

98 

96 
85 

79 

81 

100 
98 
99 

0.01 

 Rhodosporidium aff. paludigenum (FN42893( 
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مولکولی قرار گرفت. نتایج آنالیزهای مورفولوژیک و فیلوژنیمک  

مممذکور دارای بیشممترین مشممابهت بمما  ینشممان داد کممه سممویه

Rhodotorula sp. نوکلئوتیدی ژن  باشد. توالیمیrDNAی 

در بانممک  KF543865بمما شممماره دسترسممی  GM5 یسممویه

 فیم باشمد. اگرچمه ط  ممی  یقابل دسترس NCBIاطلاعات ژنی 

نانوذرات نقره بمه   یستیز دیها در تولسمیکروارگانیاز م یعیوس

اند )رجموع شمود   به کار گرفته شده یداخل سلول صورت عمدتاً

مطالعمات صمورت گرفتمه در     ،حمال  نیم بما ا  ،به بخش مقدممه( 

نممانوذرات نقممره بمما اسممتفاده از  یخممارج سمملول دیممتولی زمینممه

از  یجنس قارچ نیمحدود به چند ،یکروبیسوپرناتانت کشت م

، Aspergillus fumigatus یارشممته یهمماجملممه ککممک 

Trichoderma asperellum ،Phaenerochate 

chrysosporium  یمخمممر یهیو سممو MKY3 (77  18و )

 زایممماریب یتنهمما در بمماکتر ،یبمماکتر یهمماهیبمموده و در سممو

Klebsiella pneumoniae (39 )سممتینومیاکت یهیو سممو 

Streptomyces sp. ERI-3 (74 )  گممزارش شممده اسممت و

 دیم شمود. ام یتر حس مم گسترده قاتیبه تحق ازیلزوم ن نیبنابرا

و  یسطح مجام  داخلم  بتواند در یاین طرح پژوهش جیاست نتا

و  دیم جد یکروبم یم یهما هیسمو  یمعرفم  یدر راسمتا  یالمللنیب

 ،یپژوهشم  یمذکور به مراکمز علمم   یهاهیسو یمعرف نیهمچن

 قمماتیتحق یدر راسممتا ینمماورفسممتیو نانوز یمراکممز دانشممگاه

 یواکنشمگرها  سمت یاز ز یتجمار  یبمردار با همد  بهمره   شتریب

 ،یدر علموم پزشمک   یعملم  یشمده جهمت اسمتفاده    یگرغربال

 .  ردیمورد استفاده قرار گ ،یو بهداشت ییدارو

 

  يدانو قدر تشکر
بمممه شناسمممه  یدر قالمممب طمممرح پژوهشممم ،قیمممتحق نیممما

دانشمگاه   یمعاونمت پژوهشم   یممال  تیبا حما 3193/87122/8

 یاز معاونمت پژوهشم   لهیوس نیکردستان انجام گرفته است. بد

.دیم آیبمه عممل مم    یسکاس و قدردان تیدانشگاه کردستان نها
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