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 ارمغان دانش، مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ياسوج

  )۱۳۴(شماره پي در پي۱۳۹۸مرداد و شهريور  ،۳، شماره۲۴دوره 

 

ه د شده بيتول يكروبيضدم يها تيمتابول يژگيو

شده از  نمك دوست جدا يها ستينوميله اكتيوس

 دگل و مهارلويآران ب يها اچهيدر

  3مهران كرد تبار، *2يصالح يباصر  ديمج ،1يمحمدرضا نصر

 ،، کازرون، ايرانياسلامدانشگاه آزاد  ازرون،واحد ک ،يولوژيکروبيگروه م۲کرج، ايران،  ،ياسلام دانشگاه آزادواحد کرج،  ،يولوژيکروبيگروه م۱ 
   ، کرج، ايرانياسلام دانشگاه آزادواحد کرج،  ،يوشميب گروه۳

 ۲۴/۰۲/۱۳۹۸: تاريخ پذيرش            ۱۸/۰۹/۱۳۹۷تاريخ وصول: 

 چكيده:

هـا   کي ـوتيب يمقاوم به آنت يها سميکروارگانيوجود م يعفون يها يماريجاد شده در درمان بياز مشکلات ا يکيامروزه  :زمينه و هدف

بـه درمـان    يم ـيار عظيتواند خدمت بس يم يکروبيضدم يژگيبا و يستيبات فعال زيد ترکيد جهت تولين کشف منابع جدياست. بنابر ا

 يهـا  تي ـمتابول يابي ـارز تعيـين و   تحقيـق  ايـن از د.  هـدف  ي ـنما يـي مقاوم چند دارو يها سميکروارگانيو کاهش م يعفون يها يماريب

   باشد. يم و مهارلو بيدگلآران و   هاي درياچهنمک دوست جدا شده از  يها ستينومياکت به وسيلهشده  ديتول يکروبيضدم
  

آب و  نمونـه  ۱۱۵ زست نمک دوسـت ا ينومياکت ۵۱انجام شد و  ١٣٩٦در سال  ي، مقطعيفياين مطالعه به صورت توص :يبررس روش 

. گرفتنـد  قـرار  يابي ـمـورد ارز  يکروبيضدم يها تيمتابول ديتول جهتد و يجدا گرد لوآران بيدگل و مهار ياچه هايدر  يت نمکارسوب

سـت هـا در مرحلـه    ينوميع اکتيط کشت مايمح ييع رويما  يژگيها، و هاي توليد شده به وسيله اکتينومايست جدا کردن متابوليت براي

و  يکنــزآلب کانديــدا ،اورئــوسکوکوس تافيلو، اســســرئوس باســيلوس ،يروجينــوزاســودو مونــاس ا ي،کلــ ياشرشــمقابــل اســکون در 

بـا   يکروب ـيضـد م  يهـا  تيد کننده متابوليتول يها هيد. سپس جدايگرد يابيارز آگار در انتشار روش از استفاده بايلوس نيجر آسپرج

منبع کـربن   ، pHدما،  رييبا استفاده از تغ يکروبيضدم یها يتمتابولد يتول يساز ينه. بهيدندگردد ييأت  16SrRNAژن  يتوالاستفاده از 

 يدر انتهـا سـاختار احتمـال   . دي ـگرد يـين تع يخـالص سـاز   يبـرا  يها و حلال آل ـ تييد متابولفاز تول يتروژن انجام گرفت و بهترينو ن

  قرار گرفت.  يابيمورد ارز  يجرم يسنج فيطو  فرابنفش مرئي سنجي طيف يها روشبا استفاده از  يستيبات فعال زيترک
  

 يها تيمتابول ديقادر به تول جدايه ۳، ست نمک دوست جدا شدهينومياکت ٥١که از  نشان دادق ين تحقيج به دست آمده از اينتا :ها افتهي

 و حسـاس  يدي ـتول يهـا  يـت متابول همـه  بـه  نـز يکآلب يـدا وکاند اورئـوس  کوکوسيلواسـتاف  ، سـرئوس  يلوسباس بودند. يکروبيضد م

 فلاويدوفوسـکوس  استرپتومايسس یها ين جدايهامولکولي نشان داد که  شناسايي ند.مقاوم بود يکلا يا و نوزايجرويا سودوموناس

. بودنــد Nd28 هيســو ســتينوماياکتو OK-22 يه ســو يليداســونو يــر گــروهز داســونويلي نوکارديوپســيسو   HBUM17405يهســو

، دمـا يلين بودند. بهينـه  متانول و زاها آن يخالص ساز يبرا  حلالن يبهتر شدند و ييد مدر فاز سکون تول يکروبيضد م يها تليمتابو

pH يجتان. شدند ارزيابي يتروژنن کربن و منبع ينعصاره مخمر و پپتون بهتر ، يلوزگز ،و فروکتوز ٨ و درجه سلسيوس ٢٧ بيبه ترت 

 يکروب ـيمضـد   يت هـا ي ـمتابول يساختار احتمـال نشان داد   يجرم يسنج فيطو  فرابنفش مرئي سنجي طيف  آناليزبه دست آمده از 

  باشد. مي يرونيتريتبوت يدروکسيه ۳کلرو  ۴ و کلرواستات يلکلرواستات، ات يها گروهپپتيد متصل به 
  

شـود   هاي نمک دوست توليد مـي  هاي ضدميکروبي جديد به وسيله اکتينومايست هاي اين تحقيق متابوليت بر اساس يافته :يريگ نتيجه

    ست گنجانده شود.يبا ييقات متحقگر يباشد که در د يم يدرون تن ياز به آزمون هاياستفاده آنها در درمان عفونت ها ن يکه برا
  

  رسوبات نمک ،يکروبيضدم تينمک دوست، خاص يها ستينوماياکت :يديكل يها واژه

  
  يولوژيکروبيگروه م، يکازرون، دانشگاه آزاد اسلاممجيد باصري صالحي،  سنده مسئول:ينو*

 Email: majidbaseri@hotmail.com 



 جيد نصری و همکارانم
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  مقدمه

ــا، ســتينومياکت ــوعي از   ه ــزرگ و متن ــروه ب گ

ــيل ــته   باسـ ــه در راسـ ــوده کـ ــت بـ ــرم مثبـ ــاي گـ  هـ

هـا داراي   اين باکتري DNA. دارند قرار ستالسينوماياکت

و از نظـر   درصـد  ۵۵ـ ـ۷۵ درصد گـوانين و سـيتوزين  

تشكيل زنجير يا فيلامنت دارند. شناسي تمايل به  ريخت

بـوده و ويژگـي   هـا خـاک    محيط زنـدگي ايـن بـاکتري   

ــت    ــر قابلي ــرف ديگ ــرف و از ط ــک ط ــاپروفيت از ي س

هـا   ). عموماً اين ميکروارگانيسـم ۱ـ۳زايي دارند( بيماري

هــاي  تواننــد متابوليــت بــه علــت متابوليســم فعــال مــي

هـا،   هـا، ويتـامين   ها، آنزيم بيوتيک مختلفي از جمله آنتي

و ديگــر  هــاي رشــد، عوامــل ضــد ســرطاني هورمــون

ها  توليد کنند. از ميان اين باکتري يستيتركيبات فعال ز

 هـا   جـنس  گـر يبـا د  سـه يدر مقا استرپتومايسس جنس

هـاي گونـاگون بـا     توانايي بيشتري در توليد متابوليـت 

ــارچي نشــان داده    ــايي و ضــد ق خــواص ضــد باکتري

ــ۶اســت( ــيش از ۴ـ ــروزه ب ــي ۱۲۰۰۰). ام ــك  آنت بيوتي

بـه  نهـا   از آ درصـد  ۷۰بـيش از  شناخته شده است که 

 به وسـيله باقيمانده  درصد ۳۰و  ها وميستناكتي وسيله

هـاي غيراكتينوميسـتي    و بـاكتري ايـي   رشـته هاي  قارچ

توليد شده هاي  بيوتيک آنتيبيشتر ). ۵ـ۸شود( توليد مي

در چنـدين كـلاس سـاختاري     ها اكتينوميست به وسيله

آمينوگليكوزيدها(بـــه عنـــوان مثـــال:  ؛بـــزرگ، ماننـــد

ــين ــال:  بتالاك )،دوگزوروبيســ ــوان مثــ ــه عنــ تام(بــ

ــال:   سفالوســــپورين)، ــه عنــــوان مثــ ماكروليدها(بــ

بنـــــدي  طبفـــــه ارتيرومايســـــين) و تتراســـــايكلين

رديد ــــ ـان گـــــــ ـگونه کـه بي  ). همان۹ـ۱۱شوند( يم

ل رشد در مناطق مختلـف  يپتانس يها دارا اکتينوميست

 به وسـيله انجام شده  یها باشند و پژوهش يمحيطي م

ــ ــف  نيمحققـ ــد  ن مختلـ ــه توليـ ــت کـ ــان داده اسـ شـ

ط يها وابسته بـه شـرا   ين باکتريهاي ثانويه ا متابوليت

ــيزيف ــ ييايميکوش ــا طيمح ــ يه ــاک يآب ــتغ يو خ ر يي

 يژگــي). امــروزه اثبــات شــده اســت کــه و۶د(يــنما يمــ

مختلـف  هـاي   در محـيط هـا   سـت ينومياکت يکيولوژيزيف

و  ادي ـز شـوري ماننـد  هاي سـخت   استرس ريثأت تحت

بـه   يژگ ـين ويد، کـه البتـه چن ـ  ينما ير مييغبالا  ت يدما

هـا   ين بـاکتر ي ـگوناگون ا ييها متابوليتد يل توليپتانس

 يهـا  طيآنها در مح ـ يش بقايارتباط دارد که باعث افزا

د يها به علت تول ستينوميگردد. از طرف اکت يمختلف م

 يهـا  طيح ـگوناگون قادر به رقابـت در م  يها تيمتابول

ــ يو خــاک يآبــ ــو  يغن ــا فقي  ييز نظــر مــواد غــذار اي

ها  تيد متابوليلذا با در نطر داشتن قدرت تول ،باشند يم

 يسعحاضر  قيتحقط مختلف يدر شرا يت زندگيو قابل

 يرا به عنـوان منـابع مهم ـ   ينمک يها طيد تا محينما يم

 يهـا  تيمتابولتوليد کننده  يها ستينوميجهت رشد اکت

 يبـه احتمـال  ن رونـد  ي ـد. در اينما يي معرفکروبيضدم

کـه بـه    يهـاي ضـدميکروبي جديـد    توان متابوليـت  يم

شود را  هاي نمک دوست توليد مي وسيله اکتينومايست

ــ  يبــرا ينيگزيد بتــوان جــا ينمــود کــه شــا   يمعرف

تحقيـق تعيـين و     ايـن لذا هدف از ، ها باشد کيوتيب يآنت

بـه  شـده   دي ـتول يکروبيضـدم  يهـا  تي ـمتابول يابيارز

جــدا شــده از نمــک دوســت  يهــا ســتينومياکت وســيله

   باشد. يم و مهارلو بيدگلآران و   هاي درياچه

  



 هاي نمک هاي ضدميکروبي توليد شده به وسيله اکتينوميست متابوليت
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    يبررس روش

کـه در سـال    ي، مقطع ـيفيدر اين مطالعه توص

 ۱۱۵ست نمک دوسـت از  ينومياکت ۵۱انجام شد،  ١٣٩٦

ــه  ــوبنمونـ ــاآب و رسـ ــهيدر يت نمکـ ــا اچـ آران  يهـ

 جهـت د و ي ـجدا گرد) ۲ شکل( و مهارلو )۱ شکل(بيدگل

 قـرار  يابي ـمـورد ارز  يکروبيمضد يها تيمتابول ديتول

 هاي نمونه ابتدا  ها ستينومياکت يجداساز جهت. گرفتند

 عمـق  از نمـک  يهـا   اچـه يدر از ي و آبنمک ـ رسوبات

که به رنـگ   ي(مناطقينمک رسوباتي متر يسانت ۱۰ـ۱۵

در طي  آوري و بود) جمع يا ، کرم و قهوهينارنج زرد،

سـي  شنا جهت آنـاليز ميکـروب   شگاهيآزما بهساعت  ۲

   ).۱۲ـ۱۴(افتندي انتقال

رســوبات و آب نمــک  هــا، کشــت نمونــه جهــت

مخلوط شـدن   از و بعد ديدر آب مقطر حل گرد اچهيدر

و محلـول   دي ـگرد فوژيسـانتر  rpm ۳۸۰۰ کامل با دور 

تـا   يسـاز  قي ـرق ،شد و از رسـوبات  ختهيدور ر ييرو

کـاز   يپت ـيتر عيمـا  طيشـد. سـپس مح ـ   هيته ۱۰-۵ رقت

، ۲، ۵/۱،  ۱،  ۵/۰ ؛نمک شـامل  یها آگار با غلظت يسو

 و شـد  داده کشـت  هـا  نمونه و  شد هيته مولار ۳و  ۵/۲

. دي ـگرد يگـذار  گرمخانه وسيدرجه سلس ۳۰ يدر دما

، ۵/۰ يهـا  ساعت، کدورت در غلظـت  ۷۲بعد از گذشتن 

هـا بـه طـور     غلظت نيسپس از ا و مشاهده ۲و  ۵/۱، ۱

بــا گــرم  يزيــآم بعــد از رنــگ شــد و هيــمســتفم لام ته

 قـرار  مطالعـه  مورد100X ييبا بزرگ نما کروسکوپيم

 مثبـت  گرم يا رشته يها يباکتر که ييها نمونه. گرفنتد

 گرفتـه  نظر در ستينوماياکت يمقدمات صورت به بودند

 طيمح ـ به نظر، مورد يها يباکتر يجداساز جهت. شد

 ۵/۱ آگـار  يسـو  کـاز  يپتيتر کشت طي(محجامد کشت

 مـولار همـراه بـا    ۲ار آگ ـ يکـاز سـو   يپت ـيمـولار وتر 

 ۷۲. بعد از گذشـت  افتنديآگار) انتقال  نتينوتر درصد۲

و  ديسف يها يکلن وسيدرجه سلس ۳۰ يساعت در دما

 يزي ـآم و با رنـگ  دينامنظم مشاهده گرد هيزرد با حاش

    ).۱۵و  ۱۶(مشاهده شد ستينوماياکت يها يباکتر ،گرم

 يهـا  يبـاکتر  ييجهـت شناسـا   هياول يها تست

شـکل   نيـي گـرم و تع  يزي ـآم شامل رنـگ  ستيانومياکت

 يهـا  يژگ ـيو ييانجـام گرفـت و شناسـا    يکروسکوپيم

شـده   يجداساز ستينوماياکت يها يباکتر ييايميوشيب

ــامل ــت ؛شـــ ــا تســـ ــ يهـــ ــالاز، داز،ياکســـ                             کاتـــ

 زيدرولي ـه و نيکـازئ  زيدرولي ـه و،يفرمـانتت  ـويداتياکس

از  قيــتحق نيــا در .)۱۲و ۱۷(گرفــت صــورت نشاســته

 يپيفنـوت  ييشناسا يبرا  APi Coryne (bioMerieux) تيک

صـورت کـه    ني ـبـه ا  د،ي ـها اسـتفاده گرد  ستينوماياکت

بـه   ييشناسـا  يمـورد نظـر بـرا    يياي ـباکتر يها نمونه

و  دنـد يمورد نظر اضـافه گرد  تيموجود در ک يها لوله

  سـم يمطلـوب ارگان  يسـاعت در دمـا   ۲۴ـ ـ۴۸به مـدت  

بـا اضـافه    مـدت  ني ـا از پـس . دنديگرد ذاريگ گرمخانه

و  هــا تســت رنــگ رييــتغمربوطــه  يهــا کــردن معــرف

بودنـد ثبـت گرديـد و بـر     که شامل چنـد عـدد    ييکدها

شناسايي  APiافزار  نرماساس کدهاي به دست آمده و  

  ).۱۱و ۱۸گرديدند( ييشناساها  يباکتر

ــت تع ــيجه ــل توليپتانســن ي ــد متابولي ــا تي  يه

ــدم ــجدا يکروبيضـــ ــا هيـــ ــتينوماياکت يهـــ                               ،ســـ

ــميکروارگانيم زا ــا ســــــ ــا يهــــــ                                 يکلايشرشــــــ

 (PTCC 1330)  نـوزا يروجيموناس اسـودو(PTCC 1074) 
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کوکوس لوياســتاف(PTCC 1015) وسيســر لوسيباســ

 و(PTCC 5027) کنـز يلبآ داي ـکاند (PTCC 1112) اورئوس

ن يد. بـد ي ـاستفاده گرد (PTCC 5012)جرين لوسيسپرجآ

فوق  يها يساعته باکتر ۱۸ـ ۲۴گونه که کدورت کشت

ط يمح ـ يبر روم کرده و يتنظفارلند  مک ۵/۰لوله را با 

داده و بـا اسـتفاده    ييا کشت صفحه گارآنتون يمولر ه

د. ي ـه گردي ـط تعبيدر مح ـ ييهـا  ل چاهکياز بورل استر

لتر شده به يف يها تر از سوپرناتانتيکروليم ۲۰۰سپس 

هـا در انکوبـاتور بـا     تيح شد و پليدرون هر چاهک تلق

 ۲۴وس قـرار گرفتنـد. پـس از    يلس ـدرجـه س  ۳۷ يدما

 يبر رو يديتول يها تيمتابول يکروبيساعت اثر ضد م

ها با استفاده از وجود هاله عـدم رشـد    سميکروارگانيم

 ).۱۹(قرار گرفت يها مورد بررس در اطراف چاهک

 يسـت يانومياکت يهـا  هي ـجدا يپيژنـوت  ييشناسا

بـا اسـتفاده از    يکروبيضـدم  يها تيکننده متابول ديتول

ــتکث ــه ري ــوال يا قطع ــه  16S rRNAژن  ياز ت ــوط ب مرب

 بـا ابتـدا   در کـه  صورت نيا بهها انجام گرفت.  يباکتر

مـورد   يهـا  نمونه DNA، DNAاستخراج  تياستفاده از ک

بـر   زمـرا يپل يا رهي ـو واکنش زنج دينظر استخراج گرد

 يبـر رو  حاصلها انجام شد. سپس محصول  آن يرو

بانــد  ييژل آگــارز الکتروفــورز شــد و بــا شناســا    

 تي ـک بـه وسـيله  و  دهيژل بر يباند از رو ،ياختصاص

. ديگرد يو جداساز يساز از ژل خالص DNAاستخراج 

هـا بـه شـرکت ژن     نمونـه  ،يتوال نييتع يبرا تيدر نها

چـک   NCBIدر  يلتـوا  نيـي تع جـه يفناوران ارسـال و نت 

ــاکتر ود يــگرد ــه شناســا  هــا کــاملاً يب ــا حــد گون  ييت

  ).۱۱، ۱۶و  ۲۰(شدند

 نيبه دست آوردن بهتـر  يساز نهيهدف از به  

 يکروبيضدم يها تيمتابول ديجهت تول يطيمح طيشرا

بـوده اسـت. در هـر مرحلـه      دي ـتول زاني ـم نيبا بـالاتر 

 ريي ـکشت تغ طيثر در محؤامل مؤاز ع يکي يساز نهيبه

 ۳۷، ۲۸ يدما با استفاده از دماها يساز نهيبه. اده شدد

 و ربنک ـمنابع  و ۹ و ۸ ،۷، ۶ يهاpH ،وسيلسيس ۴۵و 

 گلـوکز،   لاکتـوز،   مـالتوز،  لوز،يگز فروکتوز، تروژنين

 مخمـر  عصـاره  و پپتـون  د،ي ـکلرا ومي ـآمون سـاکاروز، 

  .)۱۹(انجام گرفت

ــه  ــال ب ــا دنب ــرا ييشناس ــهيبه طيش ــتول ن  دي

 هـا  تيمتابول نيا يجداساز ،يکروبيضدم يها تيمتابول

 يبـرا . گرفـت  صـورت  مختلف يها حلال از استفاده با

 در شـده  جـدا  يهـا  سـت ينوميکتا  شيآزمـا  ني ـانجام ا

 از پس و شدند داده کشت براث يسو کازيپتيتر محيط

ــا ۳ ــه روز ۵ ت ــدت ب ــه ۲۰ م  rpm ۱۰۰۰۰ دور در دقيق

 سـتفاده ا بـا  ها سوپرناتانت سپس. دنديگرد سانتريفوژ

                   لتـــر يف کيـــ شـــماره لياســـتر واتمـــن کاغـــذ از

 اتـانول،  اسـتون،  مختلـف  هـاي  حلال و)  ۳و ۵(دنديگرد

ــه ۱:۱ نســبت بــه کلروفــرم و اســتات اتيــل متــانول،  ب

 يهـــا تيـــمتابول اســـتخراج بـــراي هـــا ســـوپرناتانت

 بـا  دقيقه ۴۵ مدت به سپس .شدند اضافه يکروبيضدم

 آن دنبـال  بـه  و شـدند  مخلوط هم با زن هم از استفاده

 جـدا  مـايع  از جداسازي فيق از استفاده با ها حلال فاز

ــديگرد ــه. دن ــال ب ــفعال آن دنب ــام يکروبيضــدم تي  تم

 بـا  کنتـرل  عنـوان  بـه  ها حلال از استفاده با ها تيمتابول

 بـا  رابطه در. شدند يبررس آگار در يزن چاهک روش

 جـدا  يآب ـ فاز زا آنها فاز کلروفرم، و استات ليات حلال
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 در بي ـترت بـه  کلروفـرم  و اسـتات  لي ـات سـپس  د،يگرد

 ري ـتبخ وسيلس ـيس درجه ۶۲ و ۸۰ـ۹۰ آب بخار حمام

 يهـا  عصـاره  آنهـا  ري ـتبخ از نـان ياطم از پـس  و شدند

) pH ۸ـ   ۵/۸(مـولار  ۲/۰ فسـفات  ـ ـN بـافر  در ماندهيباق

 طيمح ـ در شـده  هيتعب يها چاهک در سپس شدند، حل

 ميکروبـي  هـاي  نمونـه  بـا  شده هداد کشت  يمغذ آگار

 وسيلســـــيس درجـــــه ۳۷  يدمـــــا در و ختـــــهير

 کنتـرل  عنـوان  به زين چاهک کي. شدند يگذار گرمخانه

 فسـفات  ـN                  بافر فقط که شد گرفته نظر در

 بــا سـاعت  ۲۴ از پـس . شــد ختـه ير آن در  مـولار  ۲/۰

هـا   استفاده از اندازه هاله عدم رشد در اطـراف چاهـک  

هـــاي  رين حـــلال جهـــت جداســـازي متابوليـــتبهتـــ

  ).  ۱۲، ۱۶و  ۲۰ضدميکروبي شناسايي گرديد(

ــايي                         ــراي شناســـــ ــژوهش بـــــ ــن پـــــ در ايـــــ

هــاي  هــاي ضــدميکروبي از روش ســاختمان متابوليــت

 Mass  يو طيـف سـنجي جرم ـ   UV visibleسنجي   طيف

spectrometry  )۲۰و  ۲۱استفاده گرديد.(  

ــع داده ــای جم ــتفاده   ه ــا اس ــده ب از آوری ش

تجزيـه و  س يوال ـ ـ  آزمون کروسکالو  SPSSافزار نرم

  .تحليل شدند

  

  
  )GPS:39S 579975-3798341(كاشان  دگليب و آران نمك اچهيدر ينقشه توپوگراف :1شكل

  
  ) GPS: 39R 668293-3259121(راز يش مهارلو نمك اچهيدر ينقشه توپوگراف :2 شكل
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  ها افتهي

 هي ـجدا ۳ کـه  داد نشـان  آمـده  دسـت  هب ـ جينتا

 يهـــا تيـــمتابول ديـــتول بـــه قـــادر هـــا ســـتينومياکت

 ينمکــ رســوبات از هيــجدا ۲ کــه بودنــد يکروبيضــدم

 ياز رســوبات نمکــ هيــجدا ۱و دگليــب و آران اچــهيدر

 يهـا  هي ـجدا بـه دسـت آمدنـد.    رازيمهـارلو ش ـ  اچهيدر

 يهـا  تسـت و  يکلن ـ ينظر شکل ظـاهر  از ستينومياکت

). ۳(شکل شدند ييشناسا يمقدمات طوره ب ييايميوشيب

                             تيـــهـــا بـــا اســـتفاده از ک   هيـــجدا نيـــســـپس ا

APi Coryne (bioMerieux) دسـت  ه ب جي. نتادنديگرد دأييت

 ستينومياکت يهمگ ها هيجدا دادنشان  Api تيآمده از ک

   .بودند درصد ۹۰ از تر بالا يهمولوژ يدرصدها با

ــا ــه جينت ــده از   ب ــت آم ــيتعدس ــط ني ــر  في اث

 سـت ينومياکت يهـا  هي ـجدا يکروبيضـدم  يهـا  تيمتابول

 دي ـتولنمک دوسـت   ستينومياکت هيجدا ۳نشان داد که 

قـادر   يهمگ که بودند يکروبيضدم يها تيکننده متابول

، اورئـــوس لوکوکوسياســـتافبـــه ممانعـــت از رشـــد 

 اثـر  في ـط بـا  کـنس يآلب داي ـکاند  و سرئوس لوسيباس

 دومونـاس سـو ، اشريشـياکلاي اگرچـه   دند،بو متفاوت

بـــــه   جرينـــــا  لوسيآســـــپرژ  و  نـــــوزا يآئروج

از  .دادند نشانمقاوم  يکروبيضدم يها تيمتابول يتمام

 بر يکروبيضدم اثر Am14 هيجدا ست،ينومياکت هيجدا ۳

 نشـان  هـا  سـت يآنتاگون يها سميکروارگانيم تمام يرو

 نيترش ـيهـا و ب  ياثر بر باکتر نيکمتر Aa13 هيجدا. داد

نشـان   يو پر سلول يتک سلول يها قارچ ياثر را بررو

  ).۲داد(جدول

ــا اســتفاده از ک DNAاســتخراج  ــب صــورت  تي

 ،DNAاز خــالص بــودن  نــانيگرفــت. ســپس جهــت اطم

 خوانـده  ۲۸۰/۲۶۰ها  ها در طول موج نمونه يجذب نور

 ني ـا ري ـ(در غبـود  ۸/۱ از بالاتر نمونه هر يبرا  که شد

ــ DNAصــورت  ــگرد يمــ يناخــالص تلق  محصــول). دي

مربوط به هر نمونه ابتدا از  مراز يپل يا رهيواکنش زنج

ــا  ــا دمـ ــارز بـ ــا يدرون ژل آگـ ــبر نييذوب پـ و  دهيـ

 ني ـ. بـه ا ديگرد يتوال نييشد و سپس تع يساز خالص

 يهـا  يها در حد گونه بـا اسـتفاده از تـوال    نمونه بيترت

 منتيآلا جيشدند. نتا ييشناسا NCBI تيموجود در سا

 ۹۵ بـا Aa11 هي ـجدا يينشان دهنده شناسا 16s rRNAژن

 ســــــسياسترپتومابــــــه  يدرصــــــد همولــــــوژ

بـا    Aa13 هيجدا ، HBUM17405هيسو دوفوسکوسيفلاو

 يليداسـونو  سيوپس ـينوکارد بـه  يدرصد همولوژ ۹۷

 ۹۷با  Am14 هيجدا وOK-22 هيسو يليداسونو رگروهيز

بـوده   Nd28 هيسـو  سـت ينوماياکتبه  يدرصد همولوژ

  .)۳ (جدولاست

 ديمختلف بر تول يهاpHو دما اثر مرحله نيا در

بـه   جينتـا . دي ـگرد يبررس ـ يکروبيضدم يها تيمتابول

 دي ـجهـت تول  pHدما و  نيدست آمده نشان داد که بهتر

ــترت بــه يکروبــيم ضــد يهــا تيــمتابول  درجــه ۲۸ بي

به دست آمده نشـان   جينتاو  است بوده ۷ و وسيسلس

بهترين منبـع   پيتون ومنبع کربن  نيداد که گلوکز بهتر

 يکروبــيم ضــد يهــا تيــمتابول ديــتول جهــتنيتــروژن 

 يجداسـاز  يهـا بـرا   حـلال  نيبهتـر  .دنـد يگرد يابيارز

متـــانول ارزيـــابي گرديـــد.  يکروبيضـــدم تيـــمتابول

شناسـايي   يبراگونه که عنوان شد در اين تحقيق  همان
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 يهــا از روش يکروبيضــدم يهــا تيــســاختمان متابول

ــف ــنجي طيـ ــي سـ ــراب مرئـ ــطو  نفشفـ ــنج فيـ   يسـ

ــ ــتفاده گرد يجرم ــاس ــده از    دي ــت آم ــه دس ــايج ب . نت

 درنشان داد که بيشترين جـذب   UV visible يسنج فيط

 نشـاندهنده بـوده اسـت کـه      نـانومتر  ۲۶۸ مـوج  طـول 

 را پروتئينـي  اسـت. بنـابراين ترکيبـات    پپتيدي باندهاي

سـنجي   نمايـد. از طـرف ديگـر آزمـون طيـف      يم ـ تأييد

کلرواستات و   يلکلرواستات، اتهاي  وجود گروه  يجرم

را تأييــــد  يرونيتريــــتبوت يدروکســــيه ۳کلـــرو   ۴

  ).۹تا  ۴هاي شکل(کند يم

  

  
  Am14 هيج) سو               Aa13 هيب) سو                    Aa11 هي) سوالف

  ).100x يي(بزرگنمايكروبيضدم يها تيمتابول كننده ديتول يها ستينوماياكت يها سلول يكروسكوپيم يها شكل :3 شكل

  

  شدهجدا  يه هايسو يرو بر ييمايوشيب يها تست  :1دولج

  

  يها جدايه  يوشيماييب يتست ها

  Am14  Aa13  Aa11  

  +  +  +  يدازاکس

 + + +  کاتالاز

O/F -+/ -+/ -+/ 

 +  +  +  نشاسته يدروليزه

  -  -  +  ينکازئ يدروليزه

  

  ساعت 72 از بعد ها هيسو لهيوس به) متر يليم حسب بر(يديتول يها تيمتابول درش يكنندگ ممانعت هاله قطر :2 جدول       

  

  متر) هاي توليدي (بر حسب ميلي قطر هاله ممانعت کنندگي رشد متابوليت  سويه هاي ميکروبي

Aa11 Aa13 Am14 

 - - -  سودوموناس آئروژينوزا

 ۲۴±    ۱ ۲۰±    ۱ ۲۰±    ۱ استافيلوکوکوس اورئوس

 - - -  کلاي اشريشيا

 ۲۰±    ۱ ۲۴±    ۱ ۲۰±    ۱  باسيلوس سرئوس

 ۲۰±    ۱ - -  کانديدا آلبيکنس

 - - -  آسپرژيلوس نايجر

 

  باشد. يمتکرار  ۳ ميانگينفوق  هاي داده*
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 يكروبيضدم يها تيمتابول كننده ديتول يها هيسو يمولكول ييشناسا جينتا  :3 جدول

  

  

  

  

  
  HBUM17405 هيسو دوفوسكوسيفلاو سسياسترپتوما يبرا فرابنفش يمرئ يسنج فيط از حاصل زيآنال:  4 شكل

  

  

 
  OK-22 هيسو يليداسونو رگروهيز يليداسونو سيوپسينوكارد يبرا فرابنفش يمرئ يسنج فيط از حاصل زيآنال :5 شكل

  

  درصد تشابه ينبالاتر  يکروارگانيسمم نوع يحتوض  يشماره دسترس  ها يهسو

Aa11 gb/EU841706.1    Streptomyces flavidofuscus strain HBUM1740          

          
  درصد ۹۵

Aa13 gb/KF543091.1    Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei strain 
OK-22   

  درصد ۹۷

Am14 gb/FJ379328.1    Actinomycete Nd28  ۹۵ درصد  
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  Nd28 هيسو ستينوماياكتيبرا فرابنفش يمرئ يسنج فيط از حاصل زيآنال : 6 شكل

  

  

  

 

  
  

  HBUM17405 هيسو دوفوسكوسيفلاو سسياسترپتوما يبرا  يمجر يكروماتوگراف گاز از حاصل زيآنال : 7 شكل

  

  

  

  
  

  OK-22  هيسو يليداسونو رگروهيز يليداسونو سيوپسينوكارد يبرا يمجر يكروماتوگراف گاز از حاصل زيآنال : 8 شكل

  



 جيد نصری و همکارانم

382 )۱۳۴(شماره پي در پي۱۳۹۸ـ مرداد و شهريور ۳ـ شماره ۲۴مجله ارمغان دانش ـ دوره 

  
  

  Nd28 هيسو ستينوماياكت يبرا  يمجر يكروماتوگراف گاز از حاصل زيآنال :9 شكل
  

  

  

  

  

  بحث

توانـايي توليـد   بـا   ييهـا  يبـاکتر  ها ستينومياکت

ــد   ــات بيوتكنولوژيكــال مانن ــك آنتــي ؛تركيب هــا،  بيوتي

هستند.  يهاي صنعتي و ديگر تركيبات فعال زيست آنزيم

است که  يها بهترين تركيبات بيوتيك آنتيبات ين ترکياز ا

امـروزه اثبـات   . گردد يد ميتولها  اكتينوميست به وسيله

يست مسـئول سـاخت بـيش    جنس اكتينوماست که  شده

 ۱۵كـه بيشـتر از   اسـت  هـا   بيوتيك از آنتي درصد ۶۰از 

هـاي   تعـدادي از اكتينوميسـت   به وسـيله از آنها  درصد

منســــــوب، ميكروونوســــــپورا، اكتينومــــــادورا،   

ــت ــليوم و ترمواكتنيوميسـ ــد  استرپتوورتيسـ ــا توليـ هـ

د توجــه داشــت کــه يــگــر باي). از طــرف د۵(شــوند مــي

 يهـا  تي ـهـا متابول  کيوتيب ير آنتها علاوه ب ستينومياکت

د کـه از  ينما يد ميها تول نيوسيهمانند باکتر يگريمهم د

 لـذا  ،ت داردي ـار اهميبس ـ يشناس ـ ستيو ز ينظر پزشک

د ي ـل توليپتانس ـ يابي ـارزتعيـين و   ضمن حاضر قيتحق

نمـک   يهـا  سـت ينومياکت يکروب ـيضـد م  يهـا  تيمتابول

                        د يـــجد يعـــيمنـــابع طب يبـــر معرفـــ يدوســـت، ســـع

هـا   سـت ينومياکت بـه وسـيله   يستيبات فعال زيد ترکيتول

    د.ينما يم

 توجـه  با امروزهد، يهمانگونه که قبلا عنوان گرد

هـا،   يکيوتيب يآنت به مقاومهاي  افزايش ميزان باکتري به

ــايگزين    ــد و جـ ــاي جديـ ــه داروهـ ــتري بـ ــاز بيشـ نيـ

 اصـلي  هـدف شود. بنـابراين   يها احساس م بيوتيک آنتي

 يکروبيضدم باتيترک يافتن يبرا تلاش ييدارو عيصنا

 يهــا ســميکروارگانيم بــا مقابلــه يبــرا بــالا تيــفعال بــا

کـه در   ييهـا  ياز بـاکتر  يک). ي۲، ۷و ۱۱(است زا بيماري

مورد توجـه خـاص قـرار گرفتـه اسـت       ييدارو عيصنا

ــا هــا ســتينوماياکت  بــاتيترک ديــتول ييهســتند کــه توان

ــا يکروبيضــدم ــا ب ــالا ييتوان ــد را ييب ). ۲۳و  ۲۲(دارن

 يکشـورها  در موضـوع  نيا با ارتباط در قيتحق نيچند

آلمــان و  ن،يمصـر، چ ــ کــا،يآمر کـره،  جملــه از مختلـف 

هـا   تي ـمتابول دي ـتول تي ـهندوستان انجام گرفته کـه اهم 

                     را  هــــا ســــتينوماياکت ضــــدميکروبي بــــه وســــيله 

ر توليـد  ـــاز طرف ديگ). ۱۴، ۱۷و  ۲۳ـ۲۷دهد( ينشان م
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هـاي   هاي ضدميکروبي به وسيله اکتينوميسـت  متابوليت

از جملـه موضـوعاتي اسـت کـه اطلاعـات       نمک دوست

و  ۱۴زيادي به وسيله دانشمندان گزارش نگرديده است(

اضر نشان داد کـه  ح). نتايج به دست آمده از تحقيق ۱۳

هاي نمک آران بيدگل  ينومايست از درياچهاکت يهجدا ۵۱

 يــدقــادر بــه تول يهســو ســهکــه و مهـارلو جــدا گرديــد  

ان ي ـ. در مطالعه هاناجبودند يکروبيضدم يها يتمتابول

و همکـــــاران در آمريکـــــا منطقـــــه ماساچوســـــت 

هـايي را از منـاطق نمکـي جـدا کردنـد کـه        اکتينومايست

ها ضدميکروبي مـؤثر در مقابـل    توانايي توليد متابوليت

زا را داشتند.  بيماريهاي گرم مثبت و گرم منفي  باکتري

ايــن ترکيبــات فعــال زيســتي داراي ســاختار پروتئينــي 

هـاي   بودند که قدرت بالايي جهت کاهش تعـداد بـاکتري  

و همکاران   يني). در اين روند ج۱۲زا را داشتند( بيماري

هــايي را از  در منطقــه بجايــا در الجزايــر اکتينومايســت

 ــ   ــايي تولي ــه داراي توان ــد ک ــدا نمودن ــي ج ــاک نمک د خ

هايي با خاصـيت ضـدباکتريايي و ضـدقارچي     متابوليت

). اين يافته با نتايج بـه دسـت آمـده از تحقيـق                                      ۲۸بودند(

حاضــــر تــــا حــــدي تشــــابه دارد چــــرا کــــه                             

Streptomyces flavidofuscus strain HBUM1740   جدا شده

يتي بـا خاصـيت ضـد باکتريـايي و     قادر به توليد متابول

  ) بود. کانديدا آلبيکنزضدفارچي(

از تحقيق حاضر سه سـويه  به دست آمده  جينتا

ــتينوماياکت ــا س ــيل ت  ه ــا پتانس ــولب ــمتابول دي ــا تي  يه

شـامل  را معرفي نمود که اين سـه سـويه    يکروبيضدم

، HBUM17405سوش  دوفوسکوسيفلاو سسياسترپتوما

ــز يليداســونو سيوپســينوکارد  يليداســونو گــروه ري

  است.  بوده  Nd28سوش  ستينوماياکت  و OK-22 سوش

اس  و همکـاران سـه   ياين در حالي است که مار

سويه استرپتوميسس جـدا نمودنـد کـه  توانـايي توليـد      

  ). ۲۹متابوليت ضدباکتريي را داشتند(

نتـــايج بـــه دســـت آمـــده از تعيـــين ســـاختار 

 يرابــ راحــلال  نيبهتــرهــاي ضــدميکروبي,  متابوليــت

ــاز ــاختار    يجداس ــر س ــود. از نظ ــابي نم ــانول ارزي مت

 سـنجي  طيـف  بر اسـاس نتـايج   ها تيمتابولاحتمالي اين 

وجـود ترکيبـات     يجرم ـ يسـنج  فيطو  فرابنفش مرئي

  کلرواسـتات و   يـل کلرواسـتات، ات هاي  گروهپروتئيني با 

ــرو  ۴ ــد نمــود.  يرونيتريــتبوت يدروکســيه ۳کل را تأيي

هاي جدا شـده از خـاک    نومايستلالا و همکاران اکتييآو

ــده       ــد کنن ــه تولي ــد ک ــزارش کردن ــي را گ ــاطق نمک من

ــت ــاختاري     متابولي ــه س ــد ک ــدميکروبي بودن ــاي ض ه

). ۳۰نـد( داراکسـيداني   آنتيخاصيت پروتئيني جديدي با 

ــه   ــاس يافت ــر اس ــت   ب ــق متابولي ــن تحقي ــاي اي ــاي  ه ه

هـاي نمـک    ضدميکروبي جديد به وسـيله اکتينومايسـت  

استفاده آنهـا در درمـان    يشود که برا دوست توليد مي

باشـد کـه    يم يدرون تن ياز به آزمون هايعفونت ها ن

  گنجانده شود. ديبا ييقات متحقگر يدر د

  

  يريگ جهينت

هاي تحقيـق حاضـر نشـان داد     به طور کل يافته

هاي گوناگون در مناطق مختلـف نمکـي    که اکتينوميست

هــاي  تايــران وجــود دارد کــه قــادر بــه توليــد متابوليــ

باشند. ساختارهاي گوناگون  يضدميکروبي گوناگوني م
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هاي  تواند بر اساس اقليم يهاي ضدميکروبي م متابوليت

هــاي ضــدميکروبي  مختلــف متفــاوت باشــد. متابوليــت 

ــر ضــدميکروبي   ــف اث ــق حاضــر طي جداشــده در تحقي

متقاوتي داشتند کـه بـه احتمـال زيـاد بـه سـاختارهاي       

هـاي   بيوتيـک  يه بـه آنتـي  ترکيبـاتي شـب  بـا  متفاوت آنها 

  باشد.  يوابسته مپپتيدي است 

  

  ر و تشكريتقد

 يااين مقاله بر گرفته از پايان نامـه دوره دکتـر  

 1808-8463-00000002با کد اخلاق  يولوژيکروبيرشته م

 يباشد، که با حمايـت مـال   کرج مي يدانشگاه آزاد اسلام

  ن دانشگاه انجام شد.يا
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Abstract  
Background & aim: One of the problems encountered in the treatment of infectious diseases today is 
the presence of antibiotic-resistant microorganisms. Therefore, the discovery of new sources for the 
production of biologically active compounds with antimicrobial properties can serve enormously in the 
treatment of infectious diseases and in the reduction of resistant multidrug-resistant microorganisms. 
The aim of this study was to determine and evaluate antimicrobial metabolites produced by salt-loving 
actinomycetes isolated from Aran, Bidgol and Maharloo lakes. 
 
Methods: This descriptive cross-sectional study was done in1396 and 51 halophilic actinomyces were 
isolated from 115 sediment and water samples of Aran Bidgol and Maharloo Lakes. All isolates 
subjected to antimicrobial metabolite activity assay.To isolate antimicrobial metabolites producing 
Actinomyces, culture supernatant of 51 halophilic Actinnomyces isolates were assessed against 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Candida albicans 
and Aspergillus niger using Well Diffusion Agar (WDA) method. Then the promising strains were 
athenticated 16S rRNA gene sequencing. Optimization of antimicrobial metabolite production was 
carried out by different temperatures, pHs, carbon nitrogen sources and the best phase of metabolite 
production and solvent for purification was dtertermined. Finally, possible structure of bioactive 
compounds was determined using UV-visible and mass spectrometry methods.  
 

Results: Out of 51strains of halophilic Actinomyces isolates, three strains indicated potent activity for 
the production of antimicrobial metabolites. Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and Candida 
albicans were sensitive to all and E. coli and pseudomonas aeruginosa were resistance to the bioactive 
compounds. Molecular identification of the antimicrobial metabolites producing strains recognized them 
as Streptomyces sp. Ahbb4, Streptomyces flavidofuscus strain HBUM1740 and Actinomycete Nd28. 
Optimal temperature and pH were 27°C, 8 respectively and the best C and N-sources were fructose, 
xylose and yeast extract and peptone. In addition, the best solvents for all bioactive compounds were 
methanol and xylene. The results obtained from UV-visible and GC mass spectrometry assay suggested 
the peptide nature of all compounds with chloroacetate, ethylcholoroacetate and 4 chloro 3 
hydroxybutyronitrite groups. 
 

Conclusion: According to the findings of the present study, new antimicrobial metabolites are produced 
by salt-loving actinomycetes, which require in vivo tests to be used for the treatment of infections, which 
should be included in other research. 
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