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چكیده
Haloarcula IRU1 آرکی بس��یار نمک دوستی است که از آب دریاچة 
ارومیه جداس��ازی ش��ده اس��ت. این جدایه مقاومت بالایی در برابر 
عوامل آسیب رسان به DNA، مانند پراکسید هیدروژن نشان می دهد. 
این ارگانیسم مقاوم به پرتو دارای رنگداته های قرمز- نارنجی است. 
در این مطالعه شكس��تگی های DNA با پراکس��ید هیدروژن توسط 
واکنش فنت��ون )Fenton( در حضور و غیاب کاروتنوئید هالوآرکئون 
و بت��ا کاروتن به عنوان یک آنتی اکس��یدان اس��تاندارد ایجاد ش��د. 
کاروتنوئیدهای Haloarcula IRU1 در مقایس��ه با بتاکاروتن به طرز 
چش��مگیری ایجاد شكس��تگی های DNA را کاهش دادند. پیش��نهاد 
می شود مقاومت پرتویی Haloarcula IRU1 تا حدودی به دلیل وجود 
این کاروتنوئیدهاست که به عنوان آنتی اکسیدان  کارآمدی در شرایط 

آزمایشگاهی عمل می کنند.
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مقدمه
زیستگاه طبیعی آرکی های بسیار نمک دوست 
دریاچه های نمک حوضچه های استخراج نمک، 
ش��ورابه ها و خاك های بسیار شور و خشک 
اس��ت )Oren, 1999(. این میكرو ارگانیسم ها 
در چنین ش��رایط سخت و خش��ن طبیعی با 
تنش ه��ای فراوان از جمل��ه غلظت های بالای 
نمک، خش��كی ش��دید و تابش نور فرابنفش 
خورش��ید مقابله کرده و با ایجاد راه کارهای 
مختلف زیستی از جمله تنظیم فشار اسمزی 
 Das Sarma et( بقای خود را تضمین می نمایند
al., 2001(. در سال های اخیر، پتانسیل استفاده 

از ای��ن ارگانیس��م ها در زمینه ه��ای مختلف 
بیوتكنولوژی به شدت مورد توجه قرار گرفته 
است. این پتاس��یل بالا به دلیل خصوصیات 
منحص��ر بفرد آنه��ا، متابولیس��م متفاوت و 
سازگاری آنها به شوری، بسیار شدید است 
که س��بب تسهیل در بس��یاری از فرایندهای 
صنعتی می گ��ردد، برای مثال هن��گام کار با 
آنها به استریلیزاسیون نیازی نیست. از طرف 
دیگر، این میكروارگانیسم ها برای ادامه رشد 
قادر به مصرف منبع کربن واحد مانند قندها، 
استات یا سوکس��ینات هستند. بیوپلیمرهایی 
مانند بیوسورفكتانت ها در پاکسازی زیستی، 
اگزوپلی ساکاریدها برای بالا بردن باز یافت 
میكروبی نفت، لیپوزوم در صنایع آرایش��ی- 
داروی��ی، پل��ی هیدروکس��ی آلكونوات ها در 
تولید بیوپلاس��تیک، کاروتنوئیدها به عنوان 
رنگ دهنده ه��ای خوراک��ی م��ورد اس��تفاده 
ق��رار گرفته ان��د. همچنی��ن آنزیم هایی مانند 
آمیلاز، پروتئاز، نوکلئاز، لیپاز، ایزومرازها و 
هیدرولازهای جدید که در غلظت های نمكی بالا 
پایداری خ��ود را حفظ می کنند، بخش دیگری 
از کاربرده��ای متع��دد هالوفیل ها در صنایع 

.)Margesin, 2001( گوناگون به شمار می آیند
یكی از آرکی های بسیار نمک دوست  که از آب 
دریاچه ارومیه جداسازی شده و با روش های 
اس��تاندارد میكروبیولوژیكی، بیوشیمیایی و 
توالی یابی ژن 16S rRNA مورد شناس��ایی 
قرار گرفته، به نامHaloarcula IRU1 نامگذاری 
شده است )ش��یرزاد 1384، خانقائی 1388(. 
این جدایه عضوی از خانوادة هالوباکتریاسه 
می باش��د که ش��اخصة مورفولوژیكی آنها 
رنگ قرمز- نارنجی کولونی های آن اس��ت. 
این رنگ عمدتاً به واسطة وجود کاروتنوئید 
C-50 ب��ه نام باکتریروبرین، ایجاد می ش��ود 

 .)Ronnekleiv and Rliaaen-Jensen 1992(

در مطالعة قبلی ما، مقاومت نس��بتاً بالای این 
سویه در مقابل پرتوهای گاما، نور فرابنفش 
و پراکس��ید هیدروژن نشان داده شده است 
دیگ��ر  ط��رف  از   .)Asgarani et al., 2007(

رنگداته ه��ای کاروتنوئی��دی ای��ن آرکی نیز 
جداسازی و شناسایی گردیده است )صفری، 
1387(. پرتوه��ای یونیزه کنن��ده و عوام��ل 
اکس��یدکننده ای مانند پراکس��ید هیدروژن با 
تولید رادیكال های آزاد آسیب های گوناگونی 
به DNA وارد می کنند. مهمترین این آسیب ها 
شكس��تگی های  DNA است، در صورتی که 
این شكس��تگی ها ف��راوان ب��وده و یا ترمیم 
 Gill( نش��وند، منجر به مرگ سلول می گردند
and Sigler, 1995(. در مطالع��ه حاض��ر، اثر 

محافظت��ی رنگداته کاروتنوئیدی این س��ویه 
 DNA در جلوگی��ری از ایجاد شكس��تگی در
مورد بررسی قرار داده شد. برای این منظور 
س��لول ها با واکنش فنتون در حضور و عدم 
حض��ور کاروتنوئی��د Haloarcula IRU1 با 
پراکس��ید هیدروژن تیم��ار گردیدند. در این 
آزمایش ها از بتاکاروتن نیز به عنوان یک آنتی 
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اکسیدان استاندارد جهت مقایسه استفاده شد. 
با انجام الكتروفورز، میزان شكس��تگی ها در 
DNA  Haloarcula IRU1 بر روی ژل آگارز 

مورد مشاهده قرار گرفت.

مواد و روش ها
استخراج عصاره كاروتنوئیدي و سنجش 

طیف جذب نوری آن
میزان مشخصي از توده سلولی باکتري درون 
یک لوله شیشه اي سرپوش دار ریخته شد و 
تقریباً به اندازه سه برابر وزن توده سلولی، به 
آن پودر شیشه نرم اضافه گردید. سپس حجم 
مشخصي از استون به توده سلولی و پودر 
شیش��ه افزوده و به مدت پنج دقیقه ورتكس 
شد. سپس لایه رویي جمع آوري و مجدداً به 
رسوب باقیمانده استون اضافه گردید و عمل 
ورتكس کردن تكرار ش��د تا توده سلولی به 
ط��ور کامل بی رنگ گردد. پس از انتقال کامل 
رنگداته ها به استون، محلول حاصل به مدت 
ده دقیقه و  با g × 11000 سانتریفیوژ شد تا 
ذرات پودر شیش��ه و باقی مانده سلول های 
باکتری متلاشی شده از محیط خارج شوند. 
س��پس به آن معادل حجم محلول اس��تون 
جمع آوری ش��ده، هگزان اضافه گردید و به 
منظور جدا کردن دو فاز از یكدیگر، از روش 
شستشو توس��ط آب مقطر استفاده شد. این 
کار چندین بار تكرار گردید تا اس��تون بطور 
کامل از هگزان جدا ش��ده و تمامي رنگدانه ها 
به لایه هگزان منتقل ش��وند. س��پس به لایه 
رویي جمع آوري ش��ده، نمک سولفات سدیم 
بدون آب اضافه ش��د ت��ا آب باقي مانده در 
محیط بطور کامل گرفته شود. به منظور تأیید 
روش و مراحل انجام ش��ده برای استخراج 
رنگداته ها، این مراحل در شرایط مشابه سه 

ب��ار تكرار گردید و هر ب��ار بلافاصله جذب 
محلول توسط دستگاه اسپكتروفتومتر و در 
طول موج 490 نانومتر خوانده شد. پ��س از 
اس��ت�خ�راج کاروت�ن�وئ��یده�ا در ه�گ�زان، 
 Rotary محل�ول حاص�ل ت�وس�ط دست�گ�اه
evaporator ب��ه طور کامل تغلیظ گردید و در 

پایان به صورت پ��ودر درآمد. این پودر در 
 )DMSO( حجمی از دی متیل سولفوکس��اید
ک��ه به اندازه حجم هگزان ب��ه کار رفته بود، 
ح��ل گردی��د و جذب آن توس��ط دس��تگاه 
اسپكتروفتومتر در ناحیه طول موج های 600 
300- نانومتر توسط اس��پكتروفتومتر ثبت 
ش��د و نقاط جذب حداکثر آن به دس��ت آمد 

)Asker and Ohta, 2002(

تیمار Haloarcula IRU1 DNA با پراكسید 
هیدروژن

ابت��دا DNA آرک��ی ب��ا اس��تفاده از کی��ت 
پراکس��ید  ش��د.  اس��تخراج   )Fermentase(

هی��دروژن ب��ا غلظت ه��ای 1/ 0، 1 ، 2 و 5 
mM میلی م��ولار در میكروتیوب هایی حاوی

  Haloarcula  DNA و )pH7/8( Tris-HCl  10

به میزان 100 نانوگرم به حجم 10 میكرولیتر 
رسانده شد. این واکنش ها در میكروتیوب هایی 
که دور آن ها به منظ��ور ایجاد تاریكی فویل 
پیچیده ش��ده بود، انجام گردید. این مخلوط 
ب��رای 30 دقیق��ه در 37 درجه س��انتی گراد 
گرماگذاری ش��د. پس از آن ب��ا افزودن یک 
م��ولار، واکنش ه��ا   0.5 EDTA میكرولیت��ر 
متوقف گردیدند. نمونه ها بر روی ژل آگاروز 
0/7 درص��د الكتروفورز گردی��ده و پس از 
رنگ آمیزی ب��ا اتیدیوم برومای��د از ژل آنها 
تصویر گرفته ش��د. واکنش بعدی با افزودن 
mM 100 آسكوربیک اسید و mM 100 کلرید 
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آهن به عنوان مواد پرو اکسیدانت جهت افزایش 
می��زان رادیكال های آزاد به همان غلظت ها از 
DNA،H2O2 و Tris-HCl انجام گرفت و حجم 

نهایی به 10 میكرولیتر رس��انده ش��د. پس 
از متوقف کردن واکن��ش،  این محصول نیز 
الكتروفورز گردید. میزان آس��یب های وارده 
به DNA از روی مقدار اس��میر ایجاد ش��ده 
 DNA بر روی ژل آگارز یعنی میزان تخریب
ارزیابی گردید زیرا با افزایش آسیب ها اسمیر 
ایج��اد ش��ده از DNA روی ژل افزایش پیدا 
.)Shahmohammadi et al., 1998( خواهد نمود

بررس�ی اث�ر محافظت�ی كاروتنوئی�د ب�ر
Haloarcula IRU1 DNA

برای بررس��ی اث��ر محافظت��ی کاروتنوئید، 
غلظت ه��ای 0/01، 0/1 ، 1 و 10 درص��د از 
کاروتنوئید در محلول DMSO تهیه شد. سپس 
واکنش تیمار با H2O2 با غلظت 1 میلی مولار و 
این بار با اضافه کردن کاروتنوئید استخراج 
شده انجام ش��د. پس از 30 دقیقه با افزودن 
EDTA، واکن��ش متوقف ش��ده و محصول 

جهت بررسی بر روی ژل آگارز 0/7 درصد 
الكتروفورز گردید. باید توجه داش��ت تمامی 
این مراحل باید در تاریكی و با س��رعت زیاد 
انجام گیرد زیرا کاروتنوئیدها بسیار به نور 
و اکسیژن حساس می باشند. جهت مقایسه، 
تمام ای��ن واکنش ها در حض��ور بتاکاروتن 

استاندارد نیز انجام گرفت.

نتایج  
استخراج عصاره كاروتنوئیدی

برای اس��تخراج کاروتنوئیدها هر بار از 0/2 
گرم توده س��لولی اس��تفاده ش��د و در هر 
تكرار، نهایتاً 8 میلی لیتر محلول هگزان حاوی 

رنگداته ها جمع آوری شد. سپس جذب آن ها 
در طول م��وج 490 نانومتر خوانده ش��د و 
مقدار جذب متوسط 0/84 به دست آمد. طیف 
جذب��ی رنگداته ها در هگ��زان در ناحیه طول 
موج ه��ای 600-300 نانومتر نیز اندازه گیری 

شد )شكل 1- الف(.
برای به دس��ت آوردن کاروتنوئید استخراج 
ش��ده در DMSO، عصاره به دست آمده از 
0/2 گرم توده سلولی در 8 میلی لیتر هگزان، 
به طور کامل تغلیظ شد و مجدداً در 8 میلی لیتر 
DMSO حل گردید. سپس جذب آن در طول 

موج 490 نانومتر خوانده شد. مقدار به دست 
آم��ده 0/87 بود. طیف جذب��ی رنگداته ها در 
DMSO در ناحی��ه طول موج های 300-600 

نانومتر نیز اندازه گیری شد )شكل 1- ب(.

تیمار Haloarcula IRU1 DNA با پراكسید 
هیدروژن

 DNA بر روی H2O2 به منظور بررس��ی اثر
م��ورد  جدای��ه   DNA،  Haloarcula IRU1

بررس��ی با غلظت ه��ای مختلف پر اکس��ید 
هی��دروژن تیم��ار ش��د و نتیجه تیم��ار با 
پراکس��ید هیدروژن در حض��ور کلرید آهن 
و آسكوربیک اس��ید نیز مورد سنجش قرار 
گرف��ت. واکنش ه��ا در تاریكی انجام ش��د. 
مشاهده ش��د که با افزایش غلظت پراکسید 
هیدروژن آسیب های وارده به DNA افزایش 
می یابد و به همین دلیل میزان اسمیر بر روی 
ژل گس��ترش یافت.  همچنین اثر پراکس��ید 
هیدروژن در حضور آس��كوربیک اس��ید و 
کلری��د آهن به دلی��ل انجام واکن��ش فنتون 

Fenton افزایش یافت )شكل 2(.
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ف()ال  

 )ب(

 DMSOدر هگزان ب( طیف جذبی رنگدانه در  رنگداتهطیف جذبی الف(  -1شکل 

 

 هیدروژن پراکسید با DNA Haloarcula IRU1تیمار 

جدایه مورد بررسی با غلظت های مختلف  DNA Haloarcula IRU1 ،DNAبر روی H2O2  به منظور بررسی اثر

در حضور کلرید آهن و آسکوربیک اسید نیز مورد هیدروژن تیمار شد و نتیجه تیمار با پراکسید هیدروژن پر اکسید 

آسیب های هیدروژن با افزایش غلظت پراکسید مشاهده شد که . شدسنجش قرار گرفت. واکنش ها در تاریکی انجام 

پراکسید اثر همچنین افزایش می یابد و به همین دلیل میزان اسمیر بر روی ژل گسترش یافت.   DNAوارده به 

 .( 2کل ش) افزایش یافت Fentonهیدروژن در حضور آسکوربیک اسید و کلرید آهن به دلیل انجام واکنش فنتون 
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 )ب(

 DMSOدر هگزان ب( طیف جذبی رنگدانه در  رنگداتهطیف جذبی الف(  -1شکل 

 

 هیدروژن پراکسید با DNA Haloarcula IRU1تیمار 

جدایه مورد بررسی با غلظت های مختلف  DNA Haloarcula IRU1 ،DNAبر روی H2O2  به منظور بررسی اثر

در حضور کلرید آهن و آسکوربیک اسید نیز مورد هیدروژن تیمار شد و نتیجه تیمار با پراکسید هیدروژن پر اکسید 

آسیب های هیدروژن با افزایش غلظت پراکسید مشاهده شد که . شدسنجش قرار گرفت. واکنش ها در تاریکی انجام 

پراکسید اثر همچنین افزایش می یابد و به همین دلیل میزان اسمیر بر روی ژل گسترش یافت.   DNAوارده به 

 .( 2کل ش) افزایش یافت Fentonهیدروژن در حضور آسکوربیک اسید و کلرید آهن به دلیل انجام واکنش فنتون 

DMSO شكل 1. الف( طیف جذبی رنگداته در هگزان ب( طیف جذبی رنگدانه در

ب�ر كاروتنوئی�����د  مح���افظت�ی  اث�ر 
Haloarcula IRU1 DNA و مقایس�ه آن ب�ا 

بتاكاروتن
به منظور بررسی اثر محافظتی کاروتنوئید 
اس��تخراج ش��ده از آرکی مورد بررسی بر 
 Haloarcula IRU1  DNA آن،   DNA روی 
ب��ا غلظت ه��ای مختل��ف  از کاروتنوئید و 
1 میلی م��ولار هی��دروژن پراکس��ید تیمار 
ش��د.  واکنش ه��ا در تاریكی انج��ام گرفت. 
DNA  ژنوم��ی آرکی یک باند قوی بر روی 

ژل آگارز ایجاد می کند، ل��ذا از روی میزان 
تخریب این باند و ایجاد اس��میر می توان به 

میزان آس��یب های وارده ب��ه DNA ژنومی 
این هالوآرک��ی پی برد. برای بررس��ی اثر 
محافظت��ی رنگداته ه��ای کاروتنوئی��دی از 
غلظت ه��ای مختلف عص��اره کاروتنوئیدی 
آرکی مورد بررسی  و استاندارد بتاکاروتن  
برای مقایس��ه استفاده شد. آنالیز ژل آگارز 
حاصل از الكتروفورز DNA هالو آرکی پس 
از تیمار با هیدروژن پراکس��ید نشان داد که 
با افزایش غلظت عصاره کاروتنوئیدی میزان 
آسیب ها به DNA آرکی کاهش می یابد. چنان 
که در شكل 3 مش��اهده می شود در ستون 
ش��ماره 2 که DNA هالو آرکی تیمار ش��ده 
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  DNA 2 ستون(، λ HindIII DNAمارکر ) 1ستون  با هیدروژن پراکسید: DNA Haloarculaنتایج تیمار  -2شکل

Haloarcula 6تا  3، ستون DNA Haloarcula  در حضور غلظت های مختلفH2O2  5،  2،  1، 1/0به ترتیب از 
 .میلی مولار

، 0/ 1به ترتیب از  H2O2. غلظت FeCl3، آسکوربیک اسید وH2O2در مجاورت  DNA Haloarcula 10تا  7ستون 
 .میلی مولار 5،  2،  1
 

 کاروتنبتاو مقایسه آن با DNA Haloarcula IRU1اثر محافظتی کاروتنوئید بر 

 DNA آن، DNAر روی ب به منظور بررسی اثر محافظتی کاروتنوئید استخراج شده از آرکی مورد بررسی

Haloarcula IRU1 ها در میلی مولار هیدروژن پراکسید تیمار شد.  واکنش  1 با غلظت های مختلف  از کاروتنوئید و

ز ایجاد می کند، لذا از روی میزان تخریب این باند رروی ژل آگابر باند قوی  یکژنومی آرکی   DNAتاریکی انجام گرفت.

ژنومی این هالوآرکی پی برد. برای بررسی اثر محافظتی  DNAو ایجاد اسمیر می توان به میزان آسیب های وارده به 

کاروتن  برای بتا لف عصاره کاروتنوئیدی آرکی مورد بررسی  و استانداردهای کاروتنوئیدی از غلظت های مخت رنگداته

نشان داد  با هیدروژن پراکسیدهالو آرکی پس از تیمار  DNAمقایسه استفاده شد. آنالیز ژل آگارز حاصل از الکتروفورز 

مشاهده  3ه در شکل ک آرکی کاهش می یابد. چنان DNAکه با افزایش غلظت عصاره کاروتنوئیدی میزان آسیب ها به 

یک اسمیر  به صورتهای کاروتنوئیدی  رنگداتهبدون حضور  تیمار شده هالو آرکی DNAکه  2می شود در ستون شماره 

 ،Haloarcula DNA 2 ستون ،)λ HindIII DNA( با هیدروژن پراکسید: ستون 1 مارکر Haloarcula DNA شكل 2. نتایج تیمار
ستون 3 تا Haloarcula DNA 6 در حضور غلظت های مختلف H2O2 به ترتیب از 0/1 ،1 ، 2 ، 5 میلی مولار.

ستون 7 تا Haloarcula DNA 10 در مجاورت H2O2، آسكوربیك اسید و FeCl3. غلظت H2O2 به ترتیب از 1/ 0، 1 ، 2 ، 5 
میلی مولار.

بدون حض��ور رنگداته های کاروتنوئیدی به 
صورت یک اس��میر غلی��ظ و طویل درآمده 
اس��ت. در س��تون های 3 تا 6 ب��ه تدریج با 
افزایش غلظت عص��اره کاروتنوئیدی میزان 
اس��میر کاهش یافته و حت��ی در غلظت های 
ب��الای کاروتنوئی��د ت��ا ح��دودی می توان 
شاهد ظاهر ش��دن مجدد باند DNA ژنومی 
Haloarcula بود. این موضوع نش��ان دهنده 

اثر آنتی اکس��یدانی وابسته به غلظت در این 
رنگداته ها می باش��د. از سوی دیگر مقایسه 
اثر محافظت��ی این رنگداته ها با اس��تاندارد 
بتاکاروتن که نتایج آن در س��تون های 7 تا 
10 مش��خص شده است، نش��ان می دهد که 
اثرات محافظت��ی رنگداته های اس��تخراجی 
از هال��و آرکی مورد بررس��ی از بتاکاروتن 

بیشتر است.

بحث
مقاومت به پرتوه��ای یونیزه کننده به عنوان 
خصوصیت شاخص چندین باکتری ازجمله 
 Groot et( Deinococcus س��ویه های جن��س
 Suzuki et al.,(  Rubrobacter و   )al., 2005

1988( شناخته شده است. مقاومت فوق العاده 

زی��اد Deinococcus radiodurans در براب��ر 
پرتوه��ای یونیزه کنن��ده، پرت��وی فرابنفش، 
پراکس��ید هیدروژن و تع��داد زیادی عوامل 
دیگری که به DNA آس��یب وارد می کنند، به 
قابلیت ترمیم بالای DNA نسبت داده می شود

)Minton, 1994 و Battista( نتای��ج تحقیقات 

جدید نش��ان داده که Deinococcus نس��بت 
به باکتری های حس��اس به پرتوتابی دارای 
غلظت درون س��لولی بالای منگنز و مقادیر 
پایین تر آهن اس��ت. انباش��ته ش��دن منگنز 
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مارکر کاروتن. ستون 1   β با  آن  مقایسـه  و   Haloarcula  DNA بر  کاروتنوئیــد  اثر محافظتی  بررسی  نتایج  شكل 3. 
میلی مولار،  غلظت1  با   H2O2 مجاورت  در   Haloarcula  DNA Haloarcula، ستون3   DNA  2 )λ HindIII DNA(، ستون 
آسكوربیك اسید و FeCl3 ستون 4 تا Haloarcula DNA 7 در غلظت 1 میلی مولار H2O2 ، آسكوربیك اسید و  FeCl3 در 

مجاورت غلظت های مختلف کاروتنوئید استخراج شده از Haloarcula به ترتیب 0/01 ، 0/1 ، 1 ، 10 درصد.
ستون 8 تا Haloarcula DNA 11 در مجاورت آسكوربیك اسید ، FeCl3 و غلظت H2O2 برابر 1 میلی مولار در مجاورت 

غلظت های مختلف β کاروتن به ترتیب 0/01 ، 0/1 ، 1 ، 10 درصد.

به تدریج با افزایش غلظت عصاره کاروتنوئیدی  میزان اسمیر کاهش  6تا  3. در ستون های ر آمده استد طویل وغلیظ 

ژنومی  DNAیافته و حتی در غلظت های بالای کاروتنوئید تا حدودی می توان شاهد ظاهر شدن مجدد باند 

Haloarcula  ها می باشد. از سوی  هرنگداتبود. این موضوع نشان دهنده اثر آنتی اکسیدانی وابسته به غلظت در این

مشخص شده است،  01تا  7کاروتن که نتایج آن در ستون های بتاها با استاندارد  رنگداتهدیگر مقایسه اثر محافظتی این 

 کاروتن بیشتر است. بتا های استخراجی از هالو آرکی مورد بررسی از رنگداتهکه اثرات محافظتی  نشان می دهد

 
مهارکر   0سهتون   کهاروتن.  βو مقایسهه آن بها    DNA Haloarculaنتایج بررسی اثر محافظتی کاروتنوئید بر   -3شکل
(λHindIII DNA ،) 2 سهتون DNA Haloarcula 3، سهتون DNA Haloarcula   در مجهاورتH2O2   0بها غلظهت 

 ، H2O2 رمههولامیلههی  0غلظههت در  DNA Haloarcula 7تهها  4 سههتون FeCl3.میلههی مههولار، آسههکوربی  اسههید و
،  10/1به ترتیب  Haloarculaدر مجاورت غلظت های مختلف کاروتنوئید استخراج شده از FeCl3  آسکوربی  اسید و

 درصد. 01،  0،  0/1
میلهی مهولار در    0برابهر  H2O2غلظهت  و  FeCl3، در مجاورت آسکوربی  اسید  00DNA  Haloarculaتا  8ستون 

 درصد. 01،  0،  0/1،  10/1کاروتن به ترتیب  βمجاورت غلظت های مختلف 
 

 بحث

 Deinococcusمقاومت به پرتوهای یونیزه کننده به عنوان خصوصیت شاخص چندین باکتری ازجمله سویه های جنس 

)Groot et al., 2005(  وRubrobacter )Suzuki et al., 1988(  شناخته شده است. مقاومت فوق العاده زیاد

س��بب جلوگیری از اکسیداسیون پروتئین ها 
می ش��ود، بنابراین آنزیم هایی که در ترمیم  
DNA ش��رکت دارن��د آس��یب نمی بینن��د و 

کارآمدتر عمل می کنن��د و این باعث افزایش 
 Daly,( مقاومت به پرتوهای یونیزان می شود
Daly et al., 2007, 2009(.  اما ش��واهدی نیز 

وجود دارند که پیش��نهاد می کنند سیس��تم 
دفاعی آنتی اکسیدانی این میكروارگانیسم از 
جمله آنزیم هایی مانند پراکس��یداز و کاتالاز 
سیس��تم های  و   )Kobayashi, et al., 2006(

غی��ر آنزیمی نظی��ر ویتامین ه��ای A و E و 
کاروتنوئیده��ا، نی��ز در ای��ن مقاومت نقش 
دارن��د )Carbonneau et al., 1989(. به علاوه 
 Deinococcus معلوم شده است که گونه های
 salinarium Halobacterium و radiodurans

که در تولید کاروتنوئید نقص دارند در مقابل 
پرتوهای یونیزه کننده و پراکس��ید هیدروژن 
نسبت به سویه های طبیعی حساسیت بیشتری 
 Shahmohammadi et( از خود نشان می دهند

.)al., 1998; Carbonneau et al., 1989

در حال حاضر مش��خص اس��ت که برخی 
از باکتری های بس��یار مقاوم ب��ه پرتوهای 
  Deinococcus radiodurans یونیزه کننده مانند
و Rubrobacter radiotolerans دارای رنگداته 
قرمز هستند و به ترتیب دارای داینوگزانتین 
و باکتریوروبری��ن می باش��ند. بر اس��اس 
تحقیقات قبلی انجام ش��ده، مقاومت نس��بتاً 
ب��الای Haloarcula IRU1 در براب��ر عوامل 
آسیب رس��ان به DNA )پرتوهای یونیزان، 
H2O2 و پرتو UV( نیز به اثبات رسیده است 
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)شیرزاد، 1384(. این جدایه مقاوم به پرتو نیز 
رنگ قرمز- نارنجی شاخصی تولید می کند و 
بر اساس نتایج مطالعه قبلی ما،  این رنگ به 
دلیل تولید رنگداته های کاروتنوئیدی اس��ت 
که مهمترین آنها مش��تقی از باکتریوروبرین 

می باشد )صفری، 1387(. 
پراکس��ید هیدروژن یك��ی از انواع گونه های 
اکس��یژن فعال )ROS( می باش��د. موجودات 
به هنگام متابولیس��م ه��وازی و بی هوازی 
و نی��ز در مواج��ه ب��ا ش��رایط بیرونی در 
معرض پراکس��ید هیدروژن قرار می گیرند. 
اثر کشندگی پراکس��ید هیدروژن مربوط به 
رادیكال های آزادی اس��ت که یا به س��اختار 
دیواره س��لولی و یا ب��ه ماکرومولكول های 
 DNA داخل سیتوپلاسمی نظیر پروتئین ها و
آس��یب جدی وارد می کنند. در این پژوهش 
 Haloarcula  DNA ابتدا اثر این ماده بر روی
IRU1 ب��ه تنهایی و در حضور آس��كوربیک 

اسید و کلرید آهن )ІІІ( بررسی گردید. کلرید 
آهن )ІІІ( و آسكوربیک اسید )در غلظت های 
خاص( مواد پرو اکسیداتیو1 می باشند. مواد 
پرواکس��یدانت می توانند فلزات انتقالی2 نظیر 
منیزی��م، مس و آهن و ی��ا برخی ویتامین ها 
مثل ویتامین C باش��ند. بعضی از مواد مثل 
آسكوربیک اس��ید قادرند هر دو نقش آنتی 
اکس��یدانی و پرواکس��یدانی را ایفا کنند که 
ن��وع عمل آنها بس��تگی به عوام��ل متعددی 
دارد ک��ه از جمله عوامل مؤثر بر نوع فعالیت 
آن ها غلظت م��اده و حضور یا عدم حضور 
 Hoon et( اکس��یژن یا فلزات انتقالی می باشد
al., 2006( در حض��ور فل��زات انتقالی نظیر 

یون آهن و عواملی مانند پراکسید هیدروژن 

1. Pro oxidative
2. Transition Metals

در تمام انواع س��لول ها اع��م از یوکاریوتی، 
آرکیایی و پرو کایوتی واکنش فنتونی3 انجام 
می گیرد که منجر به تولید رادیكال های آزاد 
می گردد. در این پژوهش از ویژگی های ذکر 
شده دو  ماده فوق استفاده شده و به عنوان 
القاکننده در تیمارها به کار برده شدند و پس 
از الكتروفورز DNA مجاور شده با پراکسید 
هیدروژن به تنهایی و در حضور این دو ماده 
مشاهده شد که میزان آسیب ها به DNA در 

حضور این دو عامل افزایش می یابد.
توس��ط  ش��ده  ایج��اد  آزاد  رادیكال ه��ای 
هیدروژن پراکسید و از طریق واکنش فنتون 
می توانند شكستگی هایی در DNA به وجود 
آورند. برآورد این آسیب ها از روی سنجش 
میزان ایجاد اس��میر در DNA آرکی صورت 
می گی��رد. از آن جائی ک��ه کاروتنوئید ها به 
عنوان پاك کننده رادیكال4 شناخته می شوند، 
مكانیس��م حفاظتی باکتریوروبرین در جهت 
کاهش تشكیل شكستگی DNA به پاکسازی 
رادیكال ه��ای آزاد توس��ط ای��ن رنگداته ها 
 .)Mandelli et al., 2012( نسبت داده می شود
نتایج این تحقیق نش��ان دهنده اثر محافظتی 
رنگداته های کاروتنوئیدی اس��تخراج شده از 
Haloarcula ب��ر مولكول های DNA اس��ت. 

مقایسه این اثرات با بتا کاروتن نشان می دهد 
که رنگداته های این هالوآرک��ی قویتر از بتا 
کاروت��ن که یک آنتی اکس��یدان اس��تاندارد 

می باشد، عمل می کند. 
باکتریوروبرین مانن��د کاروتنوئیدهای دیگر 
دارای خاصیت هیدروفوب بوده و به سختی 
در محلول های آبی حل می شود. بنابراین تمایل 
دارد که در درون غشاء های هیدروفوب قرار 

3. Fenton reaction
4. radical scavenger
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بگیرد. با فرض این که باکتریوروبرین بتواند 
قادر به پاکس��ازی رادیكال ه��ای آزاد ایجاد 
شده در مجاورت غشاء باشد، می تواند مانع 
 DNA از انتش��ار رادیكال های آزاد به سمت
گردد. در پروکاریوت ها، DNA کروموزومی 
در نقاط زیادی به غش��ای س��لولی که محل 
تجمع رنگداته های کاروتنوئیدی در آرکی های 
اکستریم هالوفیل اند، چسبیده است. بنابراین، 
پاکس��ازی رادیكال ه��ای آزاد ب��ه وس��یله 
باکتریوروبرین ممكن اس��ت ب��ه ویژه برای 
نواحی متصل به غشای DNA که ممكن است 
محص��ولات ژنی ضروری را کد نمایند، مهم 
می باشد )Kirnisky, 1994(. بنابراین وجود این 
رنگداته در Haloarcula IRU1 در مقاومت آن 
به عوامل آسیب رسان به DNA مانند پرتوی 
یونیزه کننده یا H2O2 مؤثر می باشد. اما تنها 
وجود ای��ن عامل برای توجیه مقاومت بالای 
این  آرکی اکس��تریم هالوفیل کافی نیست و 
پیشنهاد می ش��ود نقش فاکتورهای دیگری 
نظیر آنزیم های ترمیم کننده DNA و محتوای  
GC یا س��اختار فضایی خاص DNA نیز در 

ایجاد مقاومت بالای این میكروارگانیسم در 
برابر عوامل آسیب رسان مورد بررسی قرار 

گیرند.

تشكر و قدردانی
از معاون��ت محت��رم پژوهش��ی دانش��گاه 
الزهرا)س( و گروه زیست شناس��ی به جهت 
فراهم نم��ودن حمایت مالی لازم برای انجام 

این تحقیق تشكر و قدردانی می شود. 
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