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 چکيده
 ش ود یم   نیستیکروسیمثل م یخطرناک یهانیانوتوکسیس دیمنجر به تول یسطح یهادر آب هایانوباکتریس ییشکوفا هدف:سابقه و 

 یه ا یانوباکتریس   ییشناس ا  یش ده ب را   ن ه یبه PCRآزم ون   کی  حاض ر، از   ی. در مطالع ه کنندیم جادیا یکه مشکلات قابل توجه

  .شده است دهاستفا یموجود در تالاب انزل نیستیکروسیم یکنندهدیتول

بوا   DNAایستگاه واقع در نواحی شرقی، مرکزی و غربی تالاب انزلی صوور  گرتو ا اخوتجرا      02آب از  گیرینمونه :هامواد و روش

پرایمور   ( وCYA106Fو  23S30Rهوا   برای پرایمرهای جهانی خویانوباکتری  PCRانجام گرت ا آزمون  DNG-Plusاختفاده از کی  

( بهینه شده و حساخی  و اختصاصی  آن ارزیابی گردیودا  mcyA-Cd1Rو  mcyA-Cd1Fمیکروخیستین   یدکنندهاختصاصی ژن کُ

با توجه به رهنمودهای  PCRهای تالاب انزلی به کار گرتته شدا ترایند کلونینگ محصولا  بهینه شده برای نمونه PCRخپس، آزمون 

   .کی  انجام گرت  یخازنده

 4/0زمانی در غلظ ت   DNAگراد بود. بیشترین میزان تکثیر درجه سانتی 65واکنش  ،انیلینگ یترین دما برای مرحلهمناسب ها:يافته

 یه ا س تگاه یا یآشکار کرد که همه یتالاب انزل یهانمونه یشده رو نهیبه PCRآزمون  یریمشاهده شد. به کارگ مرهایمیکرومولار پرا

حضور داشتند.  ستگاهیا 10در  نیستیکروسیم یکننده دیتول یهایانوباکتریس ،آنها نیبودند که از ب یانوباکتریآلوده به س ،مورد مطالعه

 .دیگرد رهیخذ یمطالعات آت یکلون شده و برا تیبا موفق PCRمحصولات 

مطالع ه   نیشده در ا نهیبه PCRقرار گرفته باشد. از آزمون  هایانوباکتریدر معرض خطر غلبه س یممکن است تالاب انزل: گيرینتيجه

 یکنن ده  دیتول یهاهیسو ییخصوص جهت شناساه ب ها،یانوباکتریو کنترل س نگیتوریابزار کارآمد به منظور مون کیبه عنوان  توانیم

      .استفاده کرد یمنابع آب ریسا ایها و در تالاب نیستیکروسیم
 

 PCRواکنش  ن،یستیکروخیم ،یانوباکتریخ ران،یآب، اواژگان کليدی: 

 لطفاً به این مقاله به صورت زیر استناد نمایید:
Massahi S, Emtyazjoo M, Shahhossieni H. Diagnosis of microcystin-producing cyanobacteria of Anzali Lagoon using 

an optimized PCR method. Pejouhandeh 2014;19(2):99‒106. 
 

 6مقدمه
 یوتیپروک  ار یآب   -س  بز یه  اجلب  ک ،ه  ایانوباکتریس  

و  نیریگ  رم، ش   یه  اهس  تند ک  ه در آب یافتوس  نتزکننده

 هایسیانوباکتر( حضور دارند. شکوفایی eutrophic) کیوتروفی

ه  ای ب  ومی ب  ا تولی  د س  موم خطرن  اکی موس  وم ب  ه   در آب

                                                 
، کوچ ه مین ا، خیاب ان    62ش ماره   ؛سام مسااحي  ل مکاتبات:وؤمس نويسنده*

پسات   ؛09135282634(، 031) 33832224دربند، میدان قدس، تهران؛ تلف ن:  

 Sam.massahi@gmail.comالکترونيك: 

باع  ا ایج  اد مش  کلاتی در مقی  اس جه  انی   ،نیانوتوکس  یس

 هایهای سیانوباکتربسیاری از این گونه ن،ی(. همچن1) شودیم

ه ا و  اقی انوس  ن،یریآب ش   یهاها، دریاچهدر خورها، رودخانه

ایج اد   یقاب ل ت وجه   مشکلات ،یدنیای و آشامهای ذخیرهآب

از  ،کنن دگان آب برای حفاظت از مصرف ن،ی(. بنابرا3کنند )می

لازم  ها،یانوباکتریمسمومیت و در معرض قرار گرفتن سموم س

سموم خطرناک به طور کمی  نیمنابع آب از نظر حضور ا است

 ،مص رف آنه ا   یناش یشده و از خطرات احتمال یو کیفی بررس

 شود. یریشگیپ
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و  نیت  راز مع  روف یک  ی( Microcystin) نیس  تیکروسیم

ک ه اغل ب توس       باش د یم   ه ا نیانوتوکسیع سانوا نیترعیشا

(، Microcystis)  یس ت یکروسیمربوط به ج ن  م  یهاگونه

( Planktothrix) ک ی( و پلانکت    وترAnabaenaآنابن    ا )

ت ک   دی  هپاپپت کی   ،س    نی  . اش ود یم دیتول هایانوباکتریس

 یدر آب و ح  او داری  محل  ول و پا ،یب  وزومیر ری  و غ یحلق  و

(. 4و  2) باش   دیم    جی   را ری   غ ین   هیآم دیاس    نیچن  د 

  یآن ز  یواس طه ه کد شده و ب mcyتوس  ژن  نیستیکروسیم

 دی  ( تولMicrocystin synthetaseس نتتاز )  نیستیکروسیم

 (.5 و 6) گرددیم

 یه ا یانوباکتریس ییشناسا یبرا یگوناگون یهاروش امروزه،

و افت  راا ان  واع مختل       نیس  تیکروسیم یکنن  ده دی  تول

 ه ا روشاز جمل ه ای ن   . شودیبه کار گرفته م هانیوتوکسنایس

 نیپ روت   ی(، روش مم انعت ELISA) زای  الا ش امل توان به می

ب ه روش ج  ب در ف از     نیتوکس   یی(، شناساPPIAفسفاتاز )

 (HPLCب الا )  ییبا کارا عیما ی(، کروماتوگرافSPATTجامد )

( LC/MS) یجرم   یاس  پکتروفتومتر -عیم  ا یکروم  اتوگراف و

و  ای  مزا ،ه ا روش نیحال، هرکدام از ا نی(. با ا8-9) اشاره کرد

اغلب ب ا   زایخاص خود را دارند. به عنوان مثال، روش الا بیمعا

 زممس تل  HPLCروش  ای  مثب ت ک اذب هم راه ب وده و      جینتا

ب ه   ن،ی  (. علاوه ب ر ا 9) باشدیم متیقالعاده گرانفوا یابزارها

 یانوباکتریس   یه ا هیس و  نیب   کی  نزد یکیشباهت ژنت لیدل

امک  ان  ن،یس  تیکروسیم یدکنن  دهیتول ری  و غ کنن  دهدی  تول

 یاره   ایبراس   اس مع دکنن   دهیتول یه   اهیس   و ییشناس   ا

شده است که از  شنهادیپ راً،یاخ (.10وجود ندارد ) کیمورفولوژ

م ؤرر   یبه عنوان اب زار  توانیم PCR رینظ یمولکول یهاروش

 نیتوکس   یدکنندهکُ یهاو ژن هایانوباکتریس ییجهت شناسا

و  س  برگوسیب  ه عن  وان مث  ال، ه .(10-13آنه  ا به  ره ب  رد )

 یکنندهدیتول یهاهیتوانستند سو PCRبا استفاده از  ،همکاران

و   یس  تیکروسیمرب  وط ب  ه ج  ن  آنابن  ا، م نیس  تیکروسیم

(. 10) ن د ینما ییشناس ا  ،یب الاتر  ییرا با ک ارا  ک یپلانکتوتر

در   یس ت یکروسیم یه ا هیس و  یک  یژنت زیآن ال  ن،یعلاوه بر ا

از  یمشخص کرده است ک ه تع داد مع دود    یطیمح یهانمونه

 نیس ت یکروسیم یدکنن ده کُ یه ا ژن ،ه ا س   یکروارگانیم نیا

وق وع   لی  ب ه دل  زی  ن ه ا هیس و  نیو اغلب ا دارا بودهسنتتاز را 

را از دس ت   نیس ت یکروسیم دی  تول ییتوانا ،یکیژنت یهاجهش

 (.14و  12) دهندیم

 یه زار هکت ار در قس مت ش مال     16با مساحت  یانزل تالاب

و  نیت ر واقع شده است و از جال ب  لانیدر استان گ یبندر انزل

محس  وب  رانی  ج  انواران ا یع  یطب یه  اس  تگاهیز نیبزرگت  ر

از  یاریبس   ریتحت ت ثر  ،کیتالاب از لحاظ اکولوژ نی. اشودیم

 یدکنن ده یتول یه ا یانوباکتریاز جمل ه س    ه ا س یکروارگانیم

 یه ا ت اکنون ژن  یول   ؛(16قرار گرفت ه اس ت )   نیانوتوکسیس

نش ده   یو بررس   ییتالاب شناسا نیسموم در ا نیا یدکنندهکُ

به عنوان  PCRروش  د،یاشاره گرد ترشیطور که پاست. همان

 یس م  یه ا هیس و  ییجه ت شناس ا   ،کنندهکمک کیتکن کی

 حمط ر  نیس ت یکروسیا از جمل ه م ه  و سموم آن هایانوباکتریس

اب زار جه ت    نی  حاضر، ای در مطالعه لیدل نی. به همباشدیم

 ،یدر ت الاب انزل    نیس ت یکروسیم دی  ل تولؤومس ژن ییشناسا

 .گرفته شده استکار به
 

 هاو روش مواد
 ،یغرب   یه ا در قس مت  س تگاه یا 30 ،یری  گبه منظور نمونه

از  ی(. آب سطح1)شکل  دیتالاب انتخاب گرد یو شرق یمرکز

مج زا   لیاس تر  یکیپلاس ت  یتریدو ل یهایدر بطر ستگاهیهر ا

ژل ق  رار داده ش  د. س  پ ، -خی   یبرداش  ت و در جعب  ه ح  او

داده  لانتق ا  ش گاه یبه آزما عاًیدور از نور سر  یها در شرانمونه

به مدت  rpm 2000 ا درههر کدام از نمونه ،شگاهیشد. در آزما

)س وپرناتانت(   ی ی رو عی. سپ ، م ا دیگرد فوژیسانتر قهیدق 13

آب میکرولیت ر   600 ( حاصل باpelletدور انداخته شد و پلت )

 .دی( مخلوط گردdeionized water) زهیونیدِ

 

 یريگنمونه یانتخاب شده برا یهاستگاهياز ا یاماهواره ريتصو. 6شکل 

 ي.( تالاب انزلb) يو شرق ی(، مرکزa) يغرب يواقع در نواح
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و طب     DNG-Plus تی  کاز ب  ا اس  تفاده  DNA اس  تخرا 

 ناژن،یشرکت س ازنده انج ام گرف ت )ش رکت س       یرهنمودها

نمون ه ب ا    یحاو زهیونیآب د μl 100 ور خلاصه، ه ط (. برانیا

 6/1 وبی  کروتیم کی  در  DNGاز محل  ول  میکرولیت  ر 400

 4ب ه م دت    heater block یمخلوط ش ده و رو  یتریکرولیم

ب ه   rpm 1300در  فوژیس انتر  ،ساعت حرارت داده شد. سپ 

 کی  انج  ام ش  د، س  وپرناتانت برداش  ت و در  ق  هیدق 6م  دت 

محل ول   میکرولیتر 600با  دیجد یتریکرولیم 6/1 وبیکروتیم

ب ا  داً د. پ  از آن، مخلوط حاص له مج   دیکلروفرم مخلوط گرد

ش  د و  فوژیس  انتر ،ق  هیدق 10ب  ه م  دت  rpm 1300 س  رعت

 200ب ا   دی  جد یت ر یکرولیم 6/1 وبی  کروتیسوپرناتانت در م

 . مخل وط حاص له در  دی  مخل وط گرد  ،ول س رد  اتان میکرولیتر

rpm 1300  و سپ  دکانته شده  فوژیسانتر قهیدق 16به مدت

ب ار دوم،   ی. ب را دیمخلوط گرد %80اتانول  میکرولیتر 600و با 

و دکانت ه  انج ام   ق ه یدق 6به م دت   rpm 1300 در فوژیسانتر

 یرو ه ا وبی  کروتیالکل، م ی. سپ ، جهت برطرف سازدیگرد

heater block  یح  رارات داده ش  ده و نمون  ه ح  او DNA ،

 زهیونی  آب د میکرولیت  ر 100ب  ا  ت،ی  . در نهادی  خش  ک گرد

 قهیدق 6به مدت  گرادیدرجه سانت 56 یمخلوط شده و در دما

 (.1)جدول  دیانکوبه گرد

 .نيستيکروسيم یو ژن کدکننده یانوباکتريس ييشناسا یمورد استفاده برا یمرهايپرا .6جدول 
 

 توالي پرايمر PCRطول محصول  ژن

CYA359F 

CYA781R 
428 5'-GGGGAATYTTCCGCAATGGG-3' 

5'-GACTACWGGGGTATCTAATCCCWTT-3' 
mcyA-Cd1R 
mcyA-Cd1F 

398 5'-AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT-3' 

5'AAAATTAAAAGCCGTATCAAA-3' 

 
 

 PCC7806 یهیاس  تاندارد س  و  DNA یریک  ارگهب   ب  ا

( و Microcystis aeroginosa) ن وزآ یآئروژ  یس ت یکروسیم

 هایانوباکتریس ییشناسا یمورد استفاده برا یجهان یمرهایپرا

(23S30R  وCYA106F )یمره  ایب  ا اس  تفاده از پرا زی  و ن 

و  mcyA-Cd1F) نیس ت یکروسیم یژن کدکنن ده  یاختصاص

mcyA-Cd1R)  واک  نشPCR م  ریه  ر جف  ت پرا  یب  را 

 تیحساس   زانی  م تیی  (. جه ت تع 1شد )جدول  یسازنهیبه

 یه ا رق ت  یس ر  یآزم ون رو  نی  ش ده، ا  بهینه PCRآزمون 

 یهیاس تاندارد س و   DNA ی ازمشخص   زانی  م یمختل  حاو

PCC7806 جه ت  دی  اعمال گرد نوزآیآئروژ  یستیکروسیم .

م ورد   پرایمرهایشده،  بهینه PCRآزمون  تیاختصاص یابیارز

 یو ژن تولی د کنن ده   یسیانوباکتر DNAاستفاده برای تکثیر 

 لیموجودات از قب ریگرفته شده از سا DNAمیکروسیستین و 

(، Staphylococcus) لوکوکوسیاس     تاف یه     اگون     ه

(، E.coli) یک   ولای(، اStreptococcusاس   ترپتوکوکوس )

(، Legionella pneumophila) لایپنوم     وف ونلای     لژ

(، Pseudomonas aeroginosa) ن  وزایآئروژ وموناسس  وم

 یکنترل مثبت و کنترل منف یهانمونه DNAانسان و موش و 

 مورد استفاده قرارگرفت.

 ییشناس   ا یش   ده ب   را یس   ازن   هیبه PCR واک   نش

موجود  نیستیکروسیم یکنندهدیتول یهاو ژن هایانوباکتریس

کار گرفت ه ش د. در   به ،یگرفته شده از تالاب انزل یهادر نمونه

 3ب ه هم راه    PCRاز ه ر محص ول   میکرولیتر  10 ،یگام بعد

 %6/1ژل آگ اروز   یه ا ب ه چاه ک   6 نگیبافر لودیتر میکرول

( اضافه ش ده و  CYBR Green dyeن )یگر بریرنگ سا یحاو

. دی  گردانج ام  الکتروف ورز   ،ولت 80با ولتاژ  قهیدق 46به مدت 

ژل الکتروفورز ب ا اس تفاده از    یرو PCRمحصولات  ت،یدر نها

( Ultraviolet transilluminatorف رابنفش )  ناتوریلومتران 

 .دیگرد تیرو

در  PCRاز محص  ول میکرولیت  ر  60 ،یس  ازخ  الص جه  ت

م ولار   2استات   یسد میکرولیتر 6لوله اپندورف با  کیداخل 

 زری  الکل مطل  س رد مخل وط ش ده و در فر    میکرولیتر 136و 

. دی  ساعت انکوبه گرد کیبه مدت  گرادیدرجه سانت 30 یمنف

به م دت   rpm 1300 خار  شده و در زریها از فرسپ ، نمونه

 300. پ  از آن، دکانته شده و ب ا  دیدگر فوژیسانتر قهیدق 16

 یسرد مخلوط، ده بار وارونه ش ده و ب را   %80الکل میکرولیتر 

 فوژیس  انتر ق  هیدق 10ب  ه م  دت  rpm 1300ب  ار دوم در در 

و پل ت حاص له در    ریخت ه ش د  دور  ییرو عی. سپ ، مادیگرد

انکوب ه   ق ه یدق 40الی  20به مدت  گرادیدرجه سانت 28 یدما

 ،آب مقط ر  μl 30محص ول ب ا    ت،یهاشد تا خشک گردد. در ن

 .دیگرد رهیخذ

در  نیس  تیکروسیم یدکنن  دهژن کُ ییب  ر شناس  ا  ع  لاوه

 ،PCRمحص  ولات  ،یگرفت  ه ش  ده از ت  الاب انزل   یه  انمون  ه

(، 3)ش کل   pTZ57R دی  و ب ا اس تفاده از پلازم   یس از خالص

)ش  رکت  T/Acloningو کی  ت  E.coli JM107 یب  اکتر

. دی  کل ون گرد  تیشرکت سازنده ک یفرمنتاز( طب  رهنمودها

های آبی/ سفید روی پلی ت  کلنی صورتهای نوترکیب به کلون

در جایگاه کلونینگ ک ه   درستیبه  insertمشخص شدند. اگر 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

aj
oo

ha
nd

e.
sb

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-1
1-

25
 ]

 

                               3 / 8

http://pajoohande.sbmu.ac.ir/article-1-1733-fa.html


 ... نیستیکروسیکننده م دیتول یانوباکترهایس صیتشخ/ دوماهنامه پژوهنده                                                                                 103

اس ت، در جه ت ص حیو  وارد ش ده باش د،       Lac Zدرون ژن 

 insertش ود. اگ ر   های سفید رنگ روی پلیت ظ اهر م ی  کلنی

درون وکت  ور پلاس  میدی درس  ت وارد نش  ده باش  د، در ار  ر   

های آبی رنگ روی کلنی، IPTG رتدر مجاو X-Gal یتجزیه

 گ،ی  د. پ   از کلون ن  کنرشد م ی  LB Agar + Ampمحی  

 یح او  یه ا تیجدداً داخل پلمانتخاب و  ،دیسف یکلن نیچند

LB+Amp    یه  ایکلن   نیکش  ت داده ش  دند. س  پ ، از ب 

آنها ب ا روش   یدهایمناسب انتخاب و پلازم یحاصله، چند کلن

لول ه،   کی  . به طور خلاص ه، داخ ل   دیدجوشاندن استخرا  گر

 60آب مقطر حل شده و ب ا  میکرولیتر  60مجزا در  یکلن کی

 ،درپ وش لول ه   . س پ  دیمخلوط گرد یروغن معدنمیکرولیتر 

داخ ل آب  در پوشانده شد. پ  از آن، لول ه   ل یبسته و با پاراف

  ب ا س رعت  حرارت داده شد و سپ   قهیدق 16جوش به مدت 

rpm 1300 در ادام ه . دی  گرد فوژیس انتر  ،ق ه یدق 10به مدت ،

 یگ ر ید یب ود، ب ه لول ه    دی  پلازم یروغن که حاو نیریز عیما

عدم حض ور   ایحضور  ،هشد نهیبه PCRو با استفاده از  منتقل

DNA یحض ور قطع ه   دیی. پ  از تثگردید یبررس ،مورد نظر 

DNA و  ری  تکث ،کش ت  یهاتیمربوطه در پل یمورد نظر، کلن

مطالع ات   یاستخرا  و برا ال کرآنان به روش فوا یدهایپلازم

 .دیگرد رهیخذ بعدی

 

 

خری داری ش ده از ش رکت فرمنت از جه ت       pTZ57Rساختار پلازمی د   .2شکل 

 .کلونیگ
 

 هايافته
 thermal cycling) یحرارت یچرخه لیبهینه نمودن پروفا

profile)  )به روش گرادیانت )خصوصاً زمان و دمای انیلین گ، 

 51ت ا   61ب ین   یدم ا  یفاص له ک ه   گردیدمشخص مطالعه و 

درجه  65انیلینگ واکنش  ترین دما برای مرحلهمناسب ،درجه

 ک نش گراد بود. برای بهین ه ک ردن مق دار پرایمره ا، وا    سانتی

 ،میکروم ولار از پرایمره ا در واک نش    1تا  1/0های بین غلظت

زمانی در غلظت  DNAشد که بیشترین میزان تکثیر  ایشآزم

 یغلظت برا نیتربه ن،ی. همچنگردیدمیکرومولار مشاهده  4/0

2lCMg ،6/1 یولار و ب را  میل یم dNTPs ،6/0 م ولار یل  یم 

 یاختصاص   ی، باندهاPCRآمد. در الکتروفورز محصول بدست 

 428 یانوباکتریس   یاختصاص   یمرهایپرا کونیحاصل از آمپل

دکنن ده  ژن کُ یاختصاص   یمره ا یپرا یجفت باز ط ول و ب را  

 (.2جفت باز طول داشتند )شکل  398 ،نیستیکروسیم
 
 

 

( و ژن aها )بهينه شده جهت شناسايي سيانوباکتری PCRآزمون  .1شکل 

 (.bکد کننده ميکروسيستين )
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یا به عبارت دیگر حد تشخیص این  PCRآزمون  حساسیت

. دی  کپی از ژن وم( محاس به گرد   10باکتری )یعنی  10آزمون، 

 PCRبرای تعیین حساسیت آزم ون   PCRحاصل از  ینتیجه

ی ک ه تع داد ژن وم در    ه ای س ر  شده با استفاده از رق ت بهینه

ها مشخص است، به همراه یک نمونه کنترل منفی هرکدام از آن

ش ده از  اس تخرا    DNAکنت رل مثب ت ب ا الگ وی      ینمونهو 

آورده ش ده   a4سوش استاندارد، روی ژل الکتروفورز در ش کل  

  است.

تس ت ب ه    نی  ، نشان داد اPCRآزمون  تیاختصاص یابیارز

و همچن  ین ژن  ه  ایدرس  تی ق  ادر ب  ه شناس  ایی س  یانوباکتر

مربوط به  DNAمیکروسیستین بوده، حال آنکه  یتولیدکننده

 لوکوکوس،یاس تاف  یاه  گون ه  لی  سایر موجودات کنت رل از قب 

موناس دوس  و لا،یپنوم  وف ونلای  لژ ،یک  ولایاس  ترپتوکوکوس، ا

قاب ل   ،ن آزم ون انسان و موش، توس  پرایمرهای ای نوزا،یوژآئر

از  ی(. ای  ن مش  اهدات ح  اک c4و  b4تکثی  ر نبودن  د )ش  کل  

ا اطمینان توان بکه می باشدیاختصاصیت بالای این پرایمرها م

س     یها و ژن تولیدکنندهیها جهت تشخیص سیانوباکتراز آن

ش ده جه ت    ن ه یبه PCRکه آزمون  یزمان آنها استفاده نمود.

رفته شده از  گ DNA یهانمونه یرو هایانوباکتریس ییشناسا

( به ک ار  یکنترل مثبت و منف یها)به همراه نمونه یتالاب انزل

 30 یدر هم ه  ه ا یانوباکتریکه س   دیگرفته شد، مشاهده گرد

 ن،ی(. همچن  a6م ورد مطالع ه حض ور دارن د )ش کل       ستگاهیا

ژن  ییش ده جه ت شناس  ا   ن  هیبه PCR م ون آزک ارگیری  ب ه 

ها نشان داد ک ه  ه ون نم ن یا یرو نیستیکروسیم یدکننده کُ

 س   تگاهیا 10م   ورد مطالع   ه، تنه   ا در    س   تگاهیا 30از 

وجود دارد ک ه   نیستیکروسیم یکنندهدیتول یهایانوباکتریس

در قس  مت  س  تگاهیا 2 ،یدر قس  مت ش  رق س  تگاهیا 5ش  امل 

)ش کل   باش د یتالاب م یربدر قسمت غ ستگاهیا یکو  یمرکز

b6.) آزم  ون  جینت  اPCR حاص  ل از  دیس  ف یه  ایکلن   یرو

 بی  نوترک دی  پلازم یدارا هایکلن ینشان داد که همه گیکلون

 دی  ژل الکتروف  ورز، ه  ر دو پلازم یرو .باش  ندیم  ورد نظ  ر م  

 ،یانوباکتریس   صیمربوط به تشخ یژن یقطعه یحاو بینوترک

 صیمرب وط ب ه تش خ    یژن   یحامل قطع ه  بینوترک دیو پلازم

 دی  نس  بت ب  ه پلازم  ینیس  نگ لی  دل هب   ،نیس  تیکروسیم

 ه ا افت ه ی نی  داش تند. ا  یحرکت کم، pTZR57 بیرنوترکیغ

 ویو استخرا  ص ح  گنیبودن کلون زیآمتیموفق یدهندهنشان

 ،بعدیجهت مطالعات  گنی. محصولات کلونباشدیم دهایپلازم

 .دیگرد رهیذخ
 

 

بهينه شده  PCR(، اختصاصيت aبهينه شده برای شناسايي ميکروسيستين ) PCRحساسيت آزمون  .4شکل 

 (.c( و ميکروسيستين )bها )برای شناسايي سيانوباکتری

a 

b 
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 DNA یهاا نمونه یرو هایانوباکتريس ييشده جهت شناسا نهيبه PCRآزمون  جي( نتاa ي.در تالاب انزل نيستيکروسيو م هایانوباکتريس ييشناسا .5شکل 

 ييجهت شناسا شده نهيبه PCRآزمون  یريکارگه( بbمورد مطالعه حضور دارند.  ستگاهيا 20در همه  هایانوباکترينشان داد که س يگرفته شده از تالاب انزل

 وجود دارد. نيستيکروسيکننده م ديتول یهایانوباکتريس ستگاهيا 60مورد مطالعه، تنها در  ستگاهيا 20نشان داد که از  نيستيکروسيم یژن کدکننده
 

  بحث
ه ا  خطرن اک آن  یه ا نیو توکس هایانوباکتریحضور س نییتع

. باش د یدر جهان مطرح م یمشکل اساس کیبه عنوان  ،در آب

ل و یمس  ا ،کی  وتروفی یه  ادر آب ه  ایانوباکتریس   ییش  کوفا

ش ده   ب رآورد . به عن وان مث ال،   کندیم جادیا یاتیمشکلات ح

 %69 ا،کان اد  یهارودخانه ریسا ایآلبرتا  یاست که در رودخانه

و خطرن اک   یس م  دهد،یکه در طول تابستان رخ م ییشکوفا

گزارش شده اس ت ک ه    ن،ی(. علاوه بر ا12و  18، 13) باشدیم

 ای( موسوم به نودولارcyanophyte) تیانوفیس ینوع ییشکوفا

باع ا   ،خزر یایدر( در Nodularia spumigena) گنایاسپوم

ک ه   شودیم( Phytoplankton) توپلانکتونیگونه ف 45تجمع 

 ریس ا  یه ا س تگاه یو ز ای  در در یآرار مخرب ج د  ،دهیپد نیا

 56ب  ا  نیس  تیکروسی(. م19) گ   ارد، برج  ای م  یموج  ودات

 یهم ه  نیکه در ب باشدیم ینیانوتوکسیس نیترعیشا ،زوفرمیا

آن انجام گرفته است  یمطالعات رو نیشتریب ها،نیانوتوکسیس

س لامت   یبرا تواندیم ،س  نیآلوده به ا یها(. مصرف آب30)

، 1992(. به عن وان مث ال، در س ال    31انسان خطرناک باشد )

Teixeira     آنابن ا و   یه ا و همکاران گ زارش کردن د ک ه گون ه

ب ه  منج ر   ،لی  برزدر ( Bahia) ای  در شهر باه  یستیکروسیم

 (.33ده است )کودک ش 22مرگ 

ه ش ده  یارا نیستیکروسیم ییشناسا یبرا یمختلف یهاروش

خاص خود را  یهاتیها محدودروش نیکدام از ا هر یاست ول

از  یمولک ول  یه ا روش ل،ی  دل نی(. به هم32 و 9، 2، 8دارند )

 یه  او ژن ه  ایانوباکتریس   ییجه  ت شناس  ا  PCR لی  قب

رخودارند  ب   ی ی  بالا تی  از اهم ،آنه  ا نیوکس ت   یدکننده ُک  

 یفراوان   ،و همک  اران Rantala(. ب  ه عن  وان مث  ال،  13-10)

فنلان د را ب ا    یرودخان ه  80در  نیستیکروسیم دکنندگانیتول

 (.13قرار دادند ) یابیمورد ارز mcyE یاختصاص یمرهایپرا

 PCRآزم ون   کی  ب ار   نخس تین  یحاضر، ب را  یمطالعه در

 یکنن ده دیتول یه ا یانوباکتریس   ییشناس ا  یشده ب را  نهیبه

و اج را   یطراح   یت الاب انزل    س تگاه یا 30در  نیستیکروسیم

 ن ه یبه PCRنشان داد ک ه روش   این مطالعه یهاافتهی. گردید

 اریبس   یه ا در غلظ ت  نیس ت یکروسیم ییشناسا تیقابل ،شده

 یبالا تیحساس یدهندهنشان که را دارد هایانوباکتریس نییپا

. باش د یشناخته شده م هایروش ریبا سا سهیروش در مقا نیا

قاب  ل  تیاختصاص  ، ش  ده ن  هیبه PCRروش ای  ن  ن،یهمچن  

 ک ه یب ه ط ور   ،نشان داد هایانوباکتریس یهاژن یبرا یتوجه

در  ن،یموجودات نبود. علاوه بر ا ریسا یهاژن ییقادر به شناسا

بررس ی،  م ورد   یقطعات ژن یزیآم تیبه طور موفقاین مطالعه 

 .گردید رهیذخ بعدیمطالعات  یو براشده کلون 

a 

b 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

aj
oo

ha
nd

e.
sb

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-1
1-

25
 ]

 

                               6 / 8

http://pajoohande.sbmu.ac.ir/article-1-1733-fa.html


 106/ سام مساحی و همکاران                                                                                          1292 ، خرداد و تیر92پی در، پی3شماره 

 

گرفته  یهانمونه یشده رو نهیبه PCRآزمون  یریکارگبا به

مش خص گردی د ک ه     ،یمختل  تالاب انزل یهاستگاهیشده از ا

 یه  ایانوباکتریو س   ه  اس  تگاهیا یدر هم  ه ه  ایانوباکتریس  

م ورد مطالع  ه   س  تگاهیا 10در  نیس ت یکروسیم یکنن ده دیتول

 یدب ه عن وان علام ت خط ر ج       تواندیامر م نیوجود دارند. ا

 یه ا دانش مندان و ارگ ان   ریتوس   س ا   دی  محسوب شده و با

 یه ا افت ه یاس اس   ب ر . ردی  مورد توج ه ق رار گ   مرتب ، یدولت

Kurmayer توس     نیس ت یکروسیم دیتول ییو همکاران، توانا

دارد.  یدر آن بس تگ  mcy یه ا به وجود ژن ی،انوباکتریس کی

س     نی  ا دی  که قادر به تول ییهایانوباکتریس گر،ید یبه عبارت

اس اس   ب ر  ن،ی(. بن ابرا 34) باش ند یم   mcyفاقد ژن  ستند،ین

از  یم  یک ه ن  ش ود یزده م   نیتخم  ای ن مطالع ه،    یه ا افتهی

فاق د   یه ا یانوباکتریس   یگرفته شده از تالاب حاو یهانمونه

 هستند. نیستیکروسیم یکنندهدژن کُ

به ط ور گس ترده جه ت     نیستیکروسیم یدکنندهکُ یهاژن

(. در 35و  36ان د ) به کار گرفته شده هایانوباکتریس ییشناسا

مثب ت   جیو همکاران جهت جب ران نت ا   Valerio، 3010سال 

 PCR یهی  بر پا دیآزمون جد کی زا،یکاذب حاصل از تست الا

و  mcyA ،mcyA-B یژن یهیهمزمان سه ناح ییشناسا یبرا

mcyB طراح ی  نیس ت یکروسیم یکنن ده دیتول یه ا هیدر سو 

اب زار   کی  به عن وان   تواندیروش م نیو نشان دادند که ا هکرد

 یه  ادر نمون  ه نیس  تیکروسیم ن  گیتوریمون یمطم   ن ب  را

م ورد اس تفاده    یمره ا یپرا(. 38به کار گرفته ش ود )  ،یطیمح

که  ودب یمریهمان پرا، mcyA یژن یهیتوس  آنان جهت ناح

 .  مورد استفاده قرار گرفتحاضر  یدر مطالعه

 م ر یه ر دو پرا  یریک ارگ هبا ب ،و همکاران Pedro ن،یهمچن

mcyA-Cd1F  وmcyA-Cd1R ،از  %22ک    ه  افتن    دیدر

 کی   موزامب یگرفت   ه ش   ده از رودخان   ه آبِ یاه   نمون   ه

(Mosambik)،      یکنن   دهدیتول یانوباکتریآل   وده ب   ه س 

اس  تفاده از  آنک  ه، (. ح  ال32) ه اس  تب  ود نیس  تیکروسیم

ن   وع  نی   حض   ور ا ،مطالع   های   ن در  ی م    کورمره   ایپرا

گرفته ش ده از ت الاب    آبِ یهانمونه %60را در  هایانوباکتریس

 آشکار کرد. ،یانزل

 

 یريگجهينت
که ممکن اس ت ت الاب    دندهیمطالعه نشان م نیا یهاافتهی

 فل ور  ریس ا  ب ر  ه ا یانوباکتریس   یدر معرض خطر غلبه یانزل

کنترل  و ییشناسا ،نیبنابرا باشد. ست یدر اکوس حاضر یعیطب

ه ب   .باش د یم   ریاجتن اب ناپ     یام ر  ،یب  وکریم تیجمع نیا

 نی  ا یکیول وژ یکنترل ب ضرورت ،واجد س  یهاهیخصوص سو

 جیتوجه ب ه نت ا   با ،مطالعه نی. در ادینمایچندان م دو را بتالا

اب زار   کی  ب ه عن وان   از آن  ت وان یم ،شده نهیبه PCRآزمون 

ه ب   ه ا، یانوباکتریو کنت رل س    ن گ یتوریکارآمد به منظور مون

 یکنن   دهدیتول یه   اهیس   و ییخص   وص جه   ت شناس   ا

 .استفاده کرد ،یمنابع آب ریسا ایها و در تالاب نیستیکروسیم

 

REFERENCES 

1. de Figueiredo DR, Azeiteiro UM, Esteves SM, Goncalves FJ, Pereira MJ. Microcystin-producing blooms-a serious 

global public health issue. Ecotoxicol Environ Saf 2004;59(2):151–63. 

2. Cheung MY, Liang S, Lee J. Toxin-producing cyanobacteria in freshwater: a review of the problems, impact on 

drinking water safety, and efforts for protecting public health. J Microbiol 2013;51(1):1–10. 

3. Botes DP, Kruger H, Viljoen CC. Isolation and characterization of four toxins from the blue-green alga, Microcystis 

aeruginosa. Toxicon 1982;20(6):945–54. 

4. Oliveira AC, Magalhaes VF, Soares RM, Azevedo SM. Influence of drinking water composition on quantitation and 

biological activity of dissolved microcystin (cyanotoxin). Environ Toxicol 2005;20(2):126–30. 

5. Dittmann E, Neilan BA, Erhard M, von Dohren H, Borner T. Insertional mutagenesis of a peptide synthetase gene 

that is responsible for hepatotoxin production in the cyanobacterium Microcystis aeruginosa PCC 7806. Mol Microbiol 

1997;26(4):779–87. 

6. Tillett D, Dittmann E, Erhard M, von Dohren H, Borner T, Neilan BA. Structural organization of microcystin 

biosynthesis in Microcystis aeruginosa PCC7806: an integrated peptide-polyketide synthetase system. Chem Biol 2000; 

7(10):753–64. 

7. Sangolkar LN, Maske SS, Chakrabarti T. Methods for determining microcystins (peptide hepatotoxins) and 

microcystin-producing cyanobacteria. Water Res 2006;40(19):3485–96. 

8. Zhao H, Qiu J, Fan H, Li A. Mechanism and application of solid phase adsorption toxin tracking for monitoring 

microcystins. J Chromatogr A 2013;1300:159–64. 

9. Singh S, Srivastava A, Oh HM, Ahn CY, Choi GG, Asthana RK. Recent trends in development of biosensors for 

detection of microcystin. Toxicon 2012;60(5):878–94. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

aj
oo

ha
nd

e.
sb

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-1
1-

25
 ]

 

                               7 / 8

http://pajoohande.sbmu.ac.ir/article-1-1733-fa.html


 ... نیستیکروسیکننده م دیتول یانوباکترهایس صیتشخ/ دوماهنامه پژوهنده                                                                                 105

10. Hisbergues M, Christiansen G, Rouhiainen L, Sivonen K, Borner T. PCR-based identification of microcystin-

producing genotypes of different cyanobacterial genera. Arch Microbiol 2003;180(6):402–10. 

11. Tillett D, Parker DL, Neilan BA. Detection of toxigenicity by a probe for the microcystin synthetase A gene (mcyA) 

of the cyanobacterial genus Microcystis: comparison of toxicities with 16S rRNA and phycocyanin operon 

(Phycocyanin Intergenic Spacer) phylogenies. Appl Environ Microbiol 2001;67(6):2810–8. 

12. Rantala A, Rajaniemi-Wacklin P, Lyra C, Lepisto L, Rintala J, Mankiewicz-Boczek J, et al. Detection of 

microcystin-producing cyanobacteria in Finnish lakes with genus-specific microcystin synthetase gene E (mcyE) PCR 

and associations with environmental factors. Appl Environ Microbiol 2006;72(9):6101–10. 

13. Kaebernick M, Rohrlack T, Christoffersen K, Neilan BA. A spontaneous mutant of microcystin biosynthesis: 

genetic characterization and effect on Daphnia. Environ Microbiol 2001;3(11):669–79. 

14. Mikalsen B, Boison G, Skulberg OM, Fastner J, Davies W, Gabrielsen TM, et al. Natural variation in the 

microcystin synthetase operon mcyABC and impact on microcystin production in Microcystis strains. J Bacteriol 

2003;185(9):2774–85. 

15. Khatib-Haghighi S, Khodaparast H. Survey of the gram-negaive bacterial pollution in some areas of Anzali Lagoon. 

J Mar Sci Technol 2011;10(3):57–61. 

16. Nubel U, Garcia-Pichel F, Muyzer G. PCR primers to amplify 16S rRNA genes from cyanobacteria. Appl Environ 

Microbiol 1997;63(8):3327–32. 

17. Rolland A, Bird DF, Giani A. Seasonal changes in composition of the cyanobacterial community and the occurrence 

of hepatotoxic blooms in the eastern townships, Québec, Canada. J Plankton Res 2005;27:683–94. 

18. Fortin N, Aranda-Rodriguez R, Jing H, Pick F, Bird D, Greer CW. Detection of microcystin-producing 

cyanobacteria in Missisquoi Bay, Quebec, Canada, using quantitative PCR. Appl Environ Microbiol 2010;76(15): 

5105–12. 

19. Nasrollahzade HS, Makhlough A, Pourgholam R, Vahedi F, Qanqermeh A, Foong SY. The study of Nodularia 

spumigena bloom in the southern Caspian sea. Appl Ecol Environ Res 2011;9(2):141–55. 

20. Bagu JR, Sonnichsen FD, Williams D, Andersen RJ, Sykes BD, Holmes CF. Comparison of the solution structures 

of microcystin-LR and motuporin. Nat Struct Biol 1995;2(2):114–6. 

21. Nishiwaki-Matsushima R, Ohta T, Nishiwaki S, Suganuma M, Kohyama K, Ishikawa T, et al. Liver tumor 

promotion by the cyanobacterial cyclic peptide toxin microcystin-LR. J Cancer Res Clin Oncol 1992;118(6):420–4. 

22. Teixeira Mda G, Costa Mda C, de Carvalho VL, Pereira Mdos S, Hage E. Gastroenteritis epidemic in the area of the 

Itaparica Dam, Bahia, Brazil. Bull Pan Am Health Organ 1993;27(3):244–53. 

23. Zeck A, Weller MG, Niessner R. Multidimensional biochemical detection of microcystins in liquid 

chromatography. Anal Chem 2001;73(22):5509–17. 

24. Kurmayer R, Dittmann E, Fastner J, Chorus I. Diversity of microcystin genes within a population of the toxic 

cyanobacterium Microcystis spp. in Lake Wannsee (Berlin, Germany). Microb Ecol 2002;43(1):107–18. 

25. Ouellette AJ, Handy SM, Wilhelm SW. Toxic Microcystis is widespread in Lake Erie: PCR detection of toxin genes 

and molecular characterization of associated cyanobacterial communities. Microb Ecol 2006;51(2):154–65. 

26. Schatz D, Eshkol R, Kaplan A. Molecular monitoring of toxic cyanobacteria. Adv Limnol 2000;55:45–54. 

27. Valerio E, Chambel L, Paulino S, Faria N, Pereira P, Tenreiro R. Multiplex PCR for detection of microcystins-

producing cyanobacteria from freshwater samples. Environ Toxicol 2010;25(3):251–60. 

28. Pedro O, Correia D, Lie E, Skåre JU, Leão J, Neves L, et al. Polymerase chain reaction (PCR) detection of the 

predominant microcystin-producing genotype of cyanobacteria in Mozambican lakes. Afri J Biotechnol 2011;10(83): 

19299–308. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

aj
oo

ha
nd

e.
sb

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-1
1-

25
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

http://pajoohande.sbmu.ac.ir/article-1-1733-fa.html
http://www.tcpdf.org

