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  چکیده

 Echinometra mathaeiدریایی توتیاي) دهانیگنادها، پوسته، خارها و بخش(اجزاي مختلف  باکتریاییضداثرات  حاضر،ي مطالعهدر 
 ماننـد   منفـی هـاي گـرم  کـه بـاکتري  و میـزان شـیوع    زایـی بیمـاري هـاي  یبـدلیل ویژگ ـ  .اسـت فارس مورد بررسی قـرار گرفتـه  حاضر در خلیج

Escherichia coli و Pseudomonas aeruginosa  مثبـت نظیـر  هـاي گـرم  و بـاکتري Staphylococcus aureus وBasillus subtilis 
فـارس  دریـایی از سـواحل خلـیج   توتیاي. استها، استفاده شدهعصارهاین  تاثیرات باکتري کشیها جهت سنجش از این میکروارگانیسمدارند، 

. گیري به عمل آمـد بافرفسفات، اتانول و استونیتریل عصارهها توسط سه حلال سدیمهاي مختلف آنآوري و پس از کالبدشکافی، از اندامجمع
فعالیـت  . گرفـت مـورد ارزیـابی قـرار   ، 600و  µg/well 1500، در دو غلظـت  چـاهکی انتشار ها، با استفاده از روشعصاره ضدباکتریاییفعالیت 

ایـن   .باکتریـایی بـود  ضـد هـا فاقـد فعالیـت    ي تستدر همه و خار دهانیي بخشعصاره. هاي پوسته و گناد مشاهده شددر عصارهضدباکتریایی 
 .Bدر مورد سـویه  . باشندمی E. coli در مقابل سویه کشیباکتريهاي استونیتریلی و اتانولی گناد داراي فعالیت ها نشان داد که عصارهارزیابی

subtilisنشـان   اییباکتری ـریلی پوسته فعالیـت ضـد  هاي اتانولی و استونیتبافرفسفاتی گناد و همچنین عصاره هاي اتانولی، استونیتریلی و، عصاره
 S. aureusدر مورد سویه . داشتند P. aeruginosaدر مقابل سویه  کشیانولی گناد فعالیت باکتريهاي استونیتریلی و اتهمچنین عصاره. دادند

گردد که بخش پوسـته و گنـاد توتیـاي    ، پیشنهاد میبا توجه به نتایج .دادندنشان باکتریاییضدهاي استونیتریلی و اتانولی گناد فعالیت نیز عصاره
  .ي داردتر بیشتاثیر ترکیبات و تخلیص دریایی جهت استخراج 

  
  .باکتري، عصاره ،فارسخلیج ،دریاییتوتیاي :کلمات کلیدي

  

                                                             
  .( bheidari@guilan.ac.ir(دار مکاتبات عهده *
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  مقدمه
هـاي طبیعـی دریـایی    ي اخیر، فـرآورده در پنج دهه

و شــیمیدانان را بــه خــود جلــب  توجــه زیســت شناســان
کیبـات دارویـی   موجودات دریایی نه تنها تر .استکرده

، بلکـه مـواد توکسـیک نیـز     کننـد سودمندي را مهیـا مـی  
. )McCarthy and Pomponi, 2004( کننـد تولیـد مـی  

نوران هاي اخیر ترکیبات بیواکتیو بسیاري، از جـا در سال
اســت و جســتجو بــراي دریـایی متنــوعی اســتخراج شـده  

از ایـن موجـودات منجـر بـه      هـاي جدیـد  یافتن متابولیت
است که بسیاري متابولیت شده 10000جداسازي حدود 

اروســازي مـورد اســتفاده قــرار  هـاي د هـا در زمینــه از آن
ایــن ترکیبــات . )Mokhlesi et al., 2012(انــد گرفتـه 
باکتریـایی، ضـد   هـاي ضـد  مله فعالیـت هایی از جفعالیت

انگلـی، ضـد   ویروسـی، ضـد  سـرطانی، ضـد  قارچی، ضد
یـت دارویـی دیگـر    اکسیدانی و چندین فعالالتهابی، آنتی

 انــد کــه بــراي انســان ســودمند اســتاز خــود نشــان داده
)Briskin, 2000(. بیواکتیـو از  هاي یا متابولیت ترکیبات

 هـا هاي مختلفی از جانوران دریایی از جمله مرجانگروه
)Jensen, et al., 1996(ــگ ــا ، خرچنـــ هـــ

Chattopadhyay and Chatterjee, 1993)( ،
 ، خارپوسـتان )Findlay and Smith, 1995(ها تونیکات

)Bryan et al., 1992(هـا  ، ماهی)Cole et al., 1997( 
ــاو اســفنج ــدجداســازي شــده )Fusetani, 1996( ه  .ان
تواننـد بـه   شده از جانوران دریایی مـی هاي جدامتابولیت

ــدها، ایزوپرن  ــتروئیدها، ترپنوئیـــ ــر اســـ ــدها، غیـــ  وئیـــ
ــون ــرم ایزوپرنوئیــدها، کین ــات ب ــا، ترکیب ــروژن ه دار، نیت

هــا ســولفور هتروســیکلیکهــا و نیتــروژنهتروســیکلیک
اسـاس  . )Bhakuni and Rawat, 2005(شـوند  تقسـیم  

شـود کـه   ن حقیقـت ناشـی مـی   کشف دارو از دریا از ای
شـــمیایی هــاي بیــو  هــاي دریــایی مکانیســم   ارگانیســم 

-اي بـراي تولیـد ترکیبـات فعـال    وفیزیولـوژیکی پیچیـده  

ارتباط  مثل،هایی مانند تولیدزیستی دارند تا براي فعالیت
ــت در   ــر شــکارچی، عفونــت و رقاب و محافظــت در براب

جمعیـت   .)91 پـور، یوسف(ي تنازع بقا مهیا باشد گستره
بـه ترتیـب    توانـد میکروبی در آب دریـا و رسـوبات مـی   

ــالاتر از  ــی 109و 106ب ــر میل ــر باشــد در ه  ,Austin(لیت

مهرگـان دریـایی بـه طـور مـداوم در      بنابراین بی. )1988
هـا  ها و ویروسقارچ ها،معرض غلظت بالایی از باکتري

هــا ممکــن اســت پــاتوژن یــا  هســتند کــه بســیاري از آن
 ,.Haug et al., 2002; Casas et al(شـند  زا بابیمـاري 

2011(  .  
ــاخهاز سلســله   Echinodermataي ي جــانوران، ش
ي زنده است که بـه  گونه 7000ي بزرگی با تقریبا شاخه

ــاي رده ــن( Crinoideaهـــ ــاییسوســـ ــاي دریـــ ، )هـــ
Ophiuroidea )ــتاره  Asteroidea، )هـــاي شـــکننده سـ

ــانان( Echinoidea، )ســـــــانانســـــــتاره( و ) خارســـــ
Holothuroidea )( بندي می شوندتقسیم) خیارسانانLi 

et al., 2010( . ــانان ــامی ) Echinoidea(خارس در تم
عمیق،  ايهدریاها، از نواحی بین جزر و مدي تا اقیانوس

ــد  ــادي دارنــ ــتردگی زیــ . )Hickman, 2006( گســ
ــاً در    خارپوســتان موجــودات بســترزي هســتند کــه دائم

هـا و  هـا، ویـروس  معرض مقادیر نسبتاً بـالایی از بـاکتري  
ه تعداد زیادي از آنها ممکن است براي ها هستند کقارچ

بقـــاي ایـــن موجـــودات بـــه . شـــدآور باجانـــدار زیـــان
میکروبیـال مناسـب بسـتگی دارد تـا     هـاي آنتـی   مکانیسـم 

هـا و صـدمات محافظـت    بتوانند خود را دربرابر عفونـت 
میکروبـی از  هـا یـا عوامـل ضـد    انـواعی از فـاکتور  . کنند

  .)Haug et al., 2002(اند خارپوستان جدا شده
دریـایی  اخیرا این موضوع مطرح شده که توتیاهـاي 

و  Haug. منــابعی غنــی از ترکیبـــات بیواکتیــو هســـتند   
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هــاي باکتریــال عصــارهفعالیــت آنتــی )2002( همکــاران
دریایی سبز با نـام علمـی   ي توتیايبدست آمده از پوسته

Strongylocentrotus droebachiensis  ــزارش را گـ
ــه. کردنـــد ــین در مطالعـ ــرا توســـط  همچنـ ــه اخیـ اي کـ

Abubakar صـورت گرفتـه اسـت،     )2012( و همکاران
گنادهـا،  (هـاي مختلـف   ي تهیـه شـده از انـدام   هـا عصاره

یـک نـوع توتیـاي    ) ه، خارها و پوستهبخش دهانی، رود
اثــــرات  Tripneustes gratillaدریــــایی بــــه نــــام 

هـاي  تریایی مختلفی را در مقابل طیفی از بـاکتري ضدباک
در این تحقیق مشخص شد که . مثبت و منفی نشان دادند

ین تـر  بـیش ي مربـوط بـه گنادهـا و روده، داراي    عصـاره 
همچنین با توجه به گـزارش  . باکتریال استفعالیت آنتی

Shamsuddin مشــخص شــد کــه  )2010( و همکــاران ،
هـاي داخلـی و   ز بافـت هاي مختلـف تهیـه شـده ا   عصاره

دریایی، اثـرات  ي خارجی بدن سه گونه از توتیاهايلایه
ي مختلف باکتریایی دارند؛ به متفاوتی برروي چند گونه

هـا متفـاوت   طوریکه میزان فعالیت آنها در مقابل باکتري
ها تنها قـادر بـه مهـار تعـدادي از     بوده و برخی از عصاره

بیـان   )2011( کـاران و همShankarlal . ها بودندباکتري
دریـایی  ي توتیايي تهیه شده از پوستهکردند که عصاره

 داراي فعالیـــت ضـــد) Salmacis virgulata(بـــنفش 
  . میکروبی است

هـایی  است تـا از بـاکتري  در این پژوهش سعی شده
هـاي باکتریـایی انسـان    استفاده گردد که منشـاء عفونـت  

ــاکتري. باشــدمــی ــد  منفــیگــرم هــايبرخــی ب  مانن

Escherichia coli  وPseudomonas aeruginosa  و
 Staphylococcusمثبت مانند هاي گرمباکتري برخی از

aureus  وBacillus subtilis هــــاي داراي ویژگــــی
 تـر  بـیش هـاي باکتریـایی هسـتند و در    خاصی درعفونـت 

هــاي هــاي کلینیکــی ارجــاع شــده بــه آزمایشــگاه نمونــه

خیـرا ظهـور تعـداد    ا .گردندتشخیص طبی جداسازي می
هـا جسـتجو   بیوتیکهاي مقاوم به آنتیي باکتريفزآینده

 کنـد میکروبـی طبیعـی را تحریـک مـی    براي عوامل ضد
)Abubakar et al., 2012(.  

فارس غنی از ذخایر موجودات از آنجایی که خلیج
دریایی است و این موجودات داراي ترکیبـات بیواکتیـو   

تـوان از  باشد که مـی میجهت مبارزه با عوامل میکروبی 
هـاي بیولـوژیکی   ي دارواین توانایی بـالقوه جهـت تهیـه   

استفاده نمـود بـا توجـه بـه فراوانـی و دردسـترس بـودن        
ها اسـتفاده خـوراکی   توان ازآنهاي دریایی میارگانیسم

ــالینی کــرد ــا  بســیار. و ب ــی نســبت ب ي از عوامــل میکروب
وجه به اینکه اند و با تهاي حاضر مقاوم شدهبیوتیک آنتی

اند هاي جدید و فراوانبیوتیکمنابع دریایی غنی از آنتی
زا تــوان راه جدیــدي بــراي مبــارزه باعوامــل بیمــاريمــی

  .یافت کرد
  

  مواد و روش ها
  سازيبرداري و آمادهنمونه

خارپوست انتخـابی بـراي انجـام ایـن مطالعـه، یـک       
. بــــود Echinoideaي دریــــایی از ردهگونـــه توتیــــاي 

مــاه ســال نوبــت تیــربــرداري در دو مرحلــه در دو  هنمونــ
ــره  1392 ــواحل جزی ــال    ياز س ــروردین س ــیش و ف ک
ــوا1393 ــرهاز سـ ــان   حل جزیـ ــق یکسـ ــم از عمـ ي قشـ

ي هــا بــراي گونـــه  تعــداد نمونــه  . آوري شــدند  جمــع 
ــس از جمــع  عــددخارپوســت دوازده  ــود و پ آوري از ب

گیـري وزن، قطـر جـانور بـا     انـدازه (سطح دریا، بیومتري 
ــدنوزن بخــش و خــار و بــدون خــار ) هــاي مختلــف ب

شکافی شد و پس از فریز شدن با نیتروژن مـایع در  کالبد
یقـاتی  هاي حاوي یـخ بـه آزمایشـگاه تحق   داخل فلاسک

ایه دانشـگاه گـیلان منتقـل    پبیولوژي دریا دانشکده علوم
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دهـانی و  هاي انتخابی خار، تست، بخـش اندام. گردیدند
ي کـه پـس از جداسـازي همـه     )1شـکل  (گنادها بودند 

ــري در   خارهــا از ســطح تســت، تشــریح، وزن و قرارگی
گیـري، در  مایع، تا زمـان انجـام مراحـل عصـاره    نیتروژن 

جهت شناسایی گونه از تسـت  . گرفتندقرار -oC70  دماي
و خارهاي روي سطح آن بـا اسـتفاده از کلیـد شناسـایی     

  .صورت پذیرفت )Price, 1983( ايمنطقه

  
که در  E. mathaeiدریایی توتیايهاي مختلف بخش :1شکل 

  حاضر استفاده شد يمطالعه
  

  گیريعصاره
هاي مختلف خارپوست مـورد  گیري از اندامعصاره

آبـی و آلـی صـورت    هـاي  آزمایش با اسـتفاده از حـلال  
صــورت کـه جهــت اســتخراج ترکیبــات  بــدین . گرفـت 

قطبی، از حلالهاي اتانول پروتئینی اعم از قطبی و غیرغیر
ــتونیتریل  %90  ,Acetonitril; Merck( 80%و اســ

Germany (ي خـام  ارهي عص ـبراي تهیـه . شدکار بردهبه
-رد استفاده بـافر ، حلال آبی موشامل ترکیبات پروتئینی

بــه منظــور کــاهش خطــا و . بــود) PBS(دیم ســفســفات
گیري از هر کـدام از  افزایش دقت در روند کار، عصاره

  .هاي جاندار سه بار تکرار شداندام
  

  فسفاتیعصاره بافر
سـدیم  فسـفات فسفاتی از بافرجهت تهیه عصاره بافر

M1/0 )NaH2PO4.2H2O, 0.1M; NaOH, 0.2M (
د آزمایش پـس از  هاي مورکدام از اندامهر. استفاده شد

 سازي، با استفاده از ازت مایع به صـورت پـودر در  آماده
هـــا بــا اســـتفاده از دســـتگاه  در ادامـــه، نمونــه . مدنــد آ

دقیقـه   5بـه مـدت   ) Misonix 3000, USA(سونیکاتور 
وات ســونیکیت شــدند و طــی آن دومــین  21بـا قــدرت  

ســازي محلــول صــورت ي لیــز ســلولی و یکســانمرحلــه
هـاي آمـاده شـده،    هر یک از محلول پس از آن. گرفت

) Infros, RFI-150( توسط دستگاه انکوباتور شیکردار 
بـه  سـپس  . شـیک شـدند   rpm 90و بر روي یـخ بـا دور   

هـا بـه   اسازي بافت از محلـول رویـی، عصـاره   منظور جد
 Centurion(دقیقه در دستگاه میکروسانترفیوژ  10مدت 

Scientific; England (  با دمـايoC 4 ر و دوrpm 4000 
پـس از جـدا کـردن محلـول رویـی از      . سانتریفیوژ شدند

ــافتی، آن را در داخــل پلیــت  اي هــاي شیشــهرســوبات ب
 نگهــدارياسـتریل و از قبـل وزن شــده ریختـه و جهـت     

ــتگاه طــــــولانی مــــــدت  freeze-dryer، بــــــه دســــ
)Vacuubrand, Germany (ســپس . انتقــال داده شــدند

  . دمدنآ به صورت پودري کاملا خشک در
  

  عصاره اتانولی
ي هاي پودر شده جهت تهیهقسمت دیگري از بافت

بـراي انجـام   . ي اتانولی مورد استفاده قرار گرفتندعصاره
ــا  C2H5OH% (90(ایــن کــار از اتــانول  اســتفاده شــد و ب

پـس از  . هـاي پـودر شـده اضـافه شـد     به بافت 1:5نسبت 
دت ها بـه م ـ انجام سونیکیشن با همان شرایط قبلی، نمونه

در دســـتگاه انکوبـــاتور  rpm 90ســـاعت و بـــا دور  24
جداسازي عصاره . شیک شدند oC 40 در دماي شیکردار

از رسـوبات بـافتی توسـط دسـتگاه میکروسـانتریفیوژ بـه       
 rpm 4000و بـــا دور  oC 4دقیقـــه در دمـــاي  10مـــدت 
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اي هـاي شیشـه  محلـول رویـی در پلیـت   . صورت گرفت
شدند و جهت لیوفیلیزه استریل و از قبل وزن شده ریخته

تحت شرایط ذکر شده  freeze-dryerکردن در دستگاه 
هـاي حـاوي   پلیـت سـپس  . در بخش قبـل، آمـاده شـدند   

هاي هاي خشک وزن شدند و تا زمان انجام تستعصاره
  .نگهداري شدند  -oC 20باکتریایی در دماي 

  
  یعصاره استونیتریل

ي ایـــن نـــوع عصـــاره از اســـتونیتریل بـــراي تهیـــه
)C2H3N% (80   بــه  1:5 اسـتفاده شــد و بــا همـان نســبت

گیـري بـا   مراحل عصـاره . شدهاي پودر شده اضافهبافت
ی و ي اتـانول استفاده از ایـن حـلال آلـی هماننـد عصـاره     

  . تحت شرایط مشابه صورت گرفت
  

  هاباکتري
هـاي  چهار باکتري مورد استفاده بـراي انجـام تسـت   

ــاکتري  ــی بـــ ــاي میکروبـــ ، Bacillus subtilisهـــ
Pseudomonas aeruginosa ،Escherichia coli  و

Staphylococcus aureus   هســتند کــه محــیط کشــت
هـا، محـیط کشـت    ي این باکتريمناسب براي رشد همه

nutrient agar )Merk; Germani ( هــاي سـویه . اسـت
 E. coli PTCC و B. subtilis PTCC (1254)باکتري 

 .S و P. aeruginosa PTCC (1310) و (1395)

aureus PTCC (1189)  هـا و  از مرکز کلکسیون قـارچ
به صـورت لیـوفیلیزه   ) PTCC(هاي صنعتی ایران باکتري

تهیـــه و بــــراي کشــــت بـــه آزمایشــــگاه تحقیقــــاتی   
  . شدولوژي دانشگاه گیلان انتقال دادهمیکروبی
  

  هااثردهی عصاره
ــاره  ــدام از عص ــافر هرک ــاي ب ــانولی و  ه ــفاتی، ات فس

 ;GR-200(با استفاده از تـرازوي دیجیتـال   استونیتریلی، 

AND( میکروگرم وزن شـدند  600و  1500، به مقادیر. 
هـاي آنتـی  هاي مـورد اسـتفاده بـراي انجـام تسـت     حلال

متیـل دي هـاي اتـانولی و اسـتونیتریلی،   باکتریال، عصـاره 
و عصـاره ) DMSO) (Merck; Germany(سولفکساید 

ودند که هرکـدام از  مقطر دیونیزه بهاي بافرفسفاتی، آب
 µL 40هــاي مـذکور بــا مقـادیر گفتــه شــده، در   عصـاره 

به عنوان چاهکی روش انتشار . حلال مربوطه، حل شدند
تمـامی  . روش میکروبی در این ارزیابی به کار برده شـد 

هـاي بافرفسـفاتی تـا    شده بـر روي عصـاره  کارهاي انجام
هاي کشت، جهت حفظ دما، زمان اضافه شدن به محیط

هـاي  از بین سه تکـرار عصـاره  . یخ صورت گرفت روي
اي کـه بهتـر جـواب    مربوط به هر جزء جانـدار، عصـاره  

گــر مــورد آزمــایش قــرار گرفــت و داده بــود دو بــار دی
ــانگین محاســبه   هــاي بدســت آمــده  داده ــه صــورت می ب

میکروبیـالی مربـوط بـه    در مجمـوع تسـت آنتـی   . گردید
در دو (عصاره  دریایی براي هرتیايهرکدام از اجزاي تو

  .بار تکرار گردید 18، )غلظت
  

   کنترل
بیـوگرام بـه عنـوان کنتـرل مثبـت و      هاي آنتـی تست

. هـا انجـام گرفـت   استاندارد اثرگذاري بـر روي بـاکتري  
 µg/disc(هاي تتراسـایکلین  بیوتیکبدین منظور از آنتی

، آموکســــی کــــلاو )µg/disc 30(، کلرامفنیکــــل )30
)µg/disc 10/20 (یکسـیک اســید و نالید )µg/disc 30( 

بار تکرار گردید و  3بیوگرام هر تست آنتی. استفاده شد
ــانگین  ــه صــورت می ــایج ب ــار  ±نت ــبه انحــراف معی محاس

به عنـوان کنتـرل    d.dH2Oو  DMSOدو حلال  .گردید
منفی مورد آزمایش قرار گرفتند تا از عدم ایجاد اختلال 

  .ها اطمینان حاصل شوددر آزمایش توسط آن
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  الیز آماريآن
هـا و رسـم   در این پژوهش براي تحلیل آماري داده

ــرم ــا از نـ ــاي نمودارهـ و  SPSS version 17افزارهـ
Microsoft Office Excel 2010   پـس از  . اسـتفاده شـد

ــود   ــال بــ ــین نرمــ ــون   ن دادهتعیــ ــط آزمــ ــا توســ هــ
طرفـه   اسمیرونف، از آنالیز واریانس یک_کولموگروف

ــین معنــی  ــو جهــت تعی ــا نب ــودن ی ــین دار ب دن اخــتلاف ب
دریایی استفاده شـد و در  هاي مختلف در توتیاي عصاره

جهت تعیین  Duncanآزمون صورت معنادار بودن، پس
  .گرفتها مورد استفاده قراراختلاف بین گروه

  
  نتایج

اهدات انجـــام شـــده بـــا کلیـــد    ي مشــ ـمقایســـه
 هـاي توتیـاي  نشان داد که نمونه ),Price 1983(شناسایی

ــایی مــورد   ــر دری  Echinometra mathaei deنظ

Blainville 1825 1جـدول  همـانطور کـه در   . باشـد می 
 باکتریـایی هـاي  شود، نتایج حاصـل از تسـت  مشاهده می

 .Eهــاي تهیــه شــده از اجــزاي مختلــف بــدن   عصــاره

mathaei  در مقابلB. subtilis  وE. coli  وS. aureus 
  .استمتفاوت بوده P. aeruginosaو 

  
 Escherichia coli   
هـاي اتـانولی،   ي عصـاره همـه  1توجـه بـه جـدول    با

ــتونیتریلی و بافرف ــار و    اس ــته، خ ــه پوس ــوط ب ــفاتی مرب س
 ي باکتریال در مقابل سـویه دهانی فاقد فعالیت آنتیبخش

E. coli  ي اسـتونیتریلی و اتـانولی گنـاد    عصـاره . هسـتند
ي بــافر فســفاتی باکتریــال و عصــارهداراي فعالیــت آنتــی

. باشندي مذکور میفاقد این فعالیت در مقابل سویه گناد
ــه تســت  ــا توجــه ب ــت  ب هــاي آمــاري انجــام شــده، فعالی

ي اتـــانولی گنــاد در غلضـــت  باکتریـــال عصــاره  آنتــی 

(µg/well)1500   از میـزان ایـن    تـر  بـیش بطور معنـاداري
ــت در ع  ــوع فعالیـ ــاي اســـتونیتریلی در دو  صـــارهنـ هـ

) P>05/0( دباشــ ـمـــی  1500و 600(µg/well)غلظـــت
  (mm)ي مهــاري بــه قطــرین هالــهتــر بــیش). 1شــکل (

ــاره   0.58±14.67 ــه عصـ ــوط بـ ــاد  مربـ ــانولی گنـ ي اتـ
(µg/well)1500  هـاي  ین آنها مربوط بـه عصـاره  تر کمو

-مـی  1500و  600(µg/well)استونیتریلی در دو غلظـت  

آمـده، ایـن   همچنین مطابق نتایج بدسـت ). 1شکل ( باشد
هاي مورد اسـتفاده،  بیوتیکآنتیي باکتري نسبت به همه

داد که میـزان حساسـیت آن بـا توجـه بـه      حساسیت نشان
نتـایج آمـاري نشـان    ). 2جـدول  ( هـا متفـاوت اسـت   داده

ي وجود تفاوت معنـادار بـین تیمارهـاي کنتـرل و     دهنده
هـاي کنتـرل   تست ).P>05/0( باشدهاي فعال میعصاره

d.d.H2O  وDMSO   نیسـم،  نیز بـر روي ایـن میکروارگا
منفی بوده و این باکتري هیچگونـه حساسـیتی نسـبت بـه     

  .ندادهاي مورد استفاده نشانحلال
 

Bacillus subtilis 
هـاي اتـانولی،   ي عصـاره همـه  1توجـه بـه جـدول    با

ــش  ــفاتی بخ ــتونیتریلی و بافرفس ــد  اس ــار فاق ــانی و خ ده
 B. Subtilisي باکتریــال در مقابــل ســویهفعالیــت آنتــی

هاي اتانولی، اسـتونیتریلی و بـافر فسـفاتی    عصاره. هستند
هاي اتانولی و استونیتریلی پوسـته  گناد و همچنین عصاره

ي بـافر فسـفاتی   باکتریـالی و عصـاره  داراي فعالیت آنتـی 
ــال در مقابــل ســویهپوســته فاقــد فعالیــت آنتــی  ي باکتری

هـاي آمـاري انجـام    با توجـه بـه تسـت   . باشندمذکور می
ــده، عصـــاره  لـــف در هـــر دو غلظـــت   هـــاي مختشـ

(µg/well)600  ي روي ســـــویه 1500وB. subtilis 
). 2شـکل ) (P≤05/0( ندادند نشان داري رااختلاف معنا 

 58/0±33/8(mm) ي مهــاري بــه قطــرین هالــهتــر بــیش
وسته و استونیتریلی گناد در ي اتانولی پمربوط به عصاره
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غلظت  و استونیتریلی پوسته در 1500(µg/well)غلضت 
(µg/well)600  باکتریـال مربـوط   فعالیت آنتی ینتر کمو
ي استونیتریلی گناد و اتانولی پوسته بـه ترتیـب   به عصاره
شـکل  ( باشـد می (µg/well)1500و  600هاي در غلظت

ــابق  ). 2 ــین مط ــه    همچن ــبت ب ــاکتري  نس ــن ب ــایج، ای نت
بیوتیک آموکسیسیلین کلاولانیـک اسـید مقاومـت     آنتی

هاي مورد استفاده، بیوتیکر آنتینشان داد ونسبت به سای
حساسیت داشـت کـه میـزان حساسـیت آن بـا توجـه بـه        

نتـایج آمـاري نشـان     .)2جـدول  ( ها متفـاوت اسـت  داده
ي وجود تفاوت معنـادار بـین تیمارهـاي کنتـرل و     دهنده

هاي کنتـرل  تست. )P>05/0(هاي فعال می باشد عصاره
d.d.H2O  وDMSO   سـم،  نیز بـر روي ایـن میکروارگانی

منفی بوده و این باکتري هیچگونـه حساسـیتی نسـبت بـه     
  .ندادهاي مورد استفاده نشانحلال
 

Pseudomonas aeruginosa 
ي شـود همـه  مشـاهده مـی   1همانطور که در جدول 

ی و بافرفسـفاتی پوسـته،   هاي اتـانولی، اسـتونیتریل  عصاره
باکتریـال در مقابـل   دهانی فاقد فعالیت آنتیخار و بخش

ي اسـتونیتریلی  هستند و عصاره P. aeruginosaي سویه
ي باکتریـال و عصـاره  و اتانولی گناد داراي فعالیت آنتـی 

ي بافر فسفاتی گناد فاقد این نوع فعالیت در مقابل سـویه 
  .باشندمذکور می

ي ین هالـه تـر  بـیش هـاي آمـاري،   با توجـه بـه تسـت   
ــل   ــاري در مقاب ــر     P. aeruginosaمه ــا قط  )(mmب

ــاره   12.00±1.00 ــه عصـ ــوط بـ ــانولی مربـ ــادي اتـ  گنـ
)µg/well1500( ي باکتریـال عصـاره  و فعالیت آنتی بوده

ــاره   ــا عص ــذکور ب ــاد م ــانولی گن و ) µg/well600( ي ات
ــاد داري تفــاوت معنــی )µg/well1500( اســتونیتریلی گن

همچنـین مطـابق مشـاهدات    ). 3شکل ) (P≤05/0(ندارد 
ــاکتري مـــورد آ  ــایش، نســـبانجـــام شـــده، بـ ــه زمـ ت بـ

یلین کلاولانیـک اسـید مقاومـت    بیوتیک آموکسیس آنتی
هــاي مــورد بیوتیــکداده و نســبت بــه ســایر آنتــی نشــان

استفاده، حساسـیت داشـت کـه میـزان حساسـیت آن بـا       
نتـایج آمـاري   ). 2جـدول (ها متفاوت است توجه به داده

ي وجود تفاوت معنادار بین تیمارهاي کنترل نشان دهنده
هاي کنترل تست. )P>05/0(باشد میهاي فعال و عصاره
d.d.H2O  وDMSO     ،نیز بـر روي ایـن میکروارگانیسـم

منفی بوده و این باکتري هیچگونـه حساسـیتی نسـبت بـه     
  .نداد هاي مورد استفاده نشانحلال
 
  Staphylococcus aureus 

ــابق  ــدول مط ــه1ج ــاره، هم ــانولی،  ي عص ــاي ات ه
دهــانی ر و بخـش پوسـته، خـا  اسـتونیتریلی و بافرفسـفاتی   

 S. aureus يباکتریالی در مقابل سویهفاقد فعالیت آنتی
ي استونیتریلی و اتانولی گناد داراي اثـر  هستند و عصاره

ي بـافر  باکتریال در مقابل این باکتري بوده و عصارهآنتی
ي مذکور سویهفسفاتی گناد فاقد چنین فعالیتی در مقابل 

ین اثـر  تـر  بـیش مـاري،  هـاي آ با توجه به تست .باشندمی
ي مربوط به عصـاره  S. aureusباکتریالی در مقابل آنتی

 ي مهاري بـه قطـر  ، با هاله)µg/well1500( گناداتانولی 

(mm) 10.00±1.00  باشــد، همچنــین فعالیـــت   مـــی
ي مـذکور بـا   باکتریالی این عصاره در مقابـل سـویه   آنتی

ف داراي اخــتلا) µg/well600( ي اتـانولی گنـاد  عصـاره 
ــی ــا عصــاره )P>05/0(دار معن ــادو ب  ي اســتونیتریلی گن

)µg/well1500(   باشـــد، دار مــی فاقــد اخــتلاف معنـــی
نیز فاقـد اخـتلاف    )µg/well600( ي اتانولی گنادعصاره
ــا عصــارهمعنــی ــاددار ب ــانولی گن از  )µg/well600( ي ات

). 4شکل () P≤05/0(باکتریالی است لحاظ فعالیت آنتی
ي نسـبت بـه همـه   ین نتایج ایـن بـاکتري   مطابق اهمچنین 

داد کـه  هاي مورد استفاده، حساسـیت نشـان  بیوتیکآنتی
هـا متفـاوت اسـت    میزان حساسیت آن بـا توجـه بـه داده   
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ي وجـود تفـاوت   نتایج آماري نشـان دهنـده   .)2جدول (
باشـد  هاي فعال میمعنادار بین تیمارهاي کنترل و عصاره

)05/0<P( .هاي کنترل تستd.d.H2O  وDMSO  نیز بر

روي ایــن میکروارگانیســم، منفــی بــوده و ایــن بــاکتري  
هـاي مـورد اسـتفاده    هیچگونه حساسیتی نسبت به حـلال 

  .ندادنشان
  

  هاي مختلف باکتريدریایی بر سویههاي مختلف توتیاينتایج حاصل از تاثیر عصاره :1جدول 
هاي باکتريسویه  

S. aureus P. aeruginosa B. subtilis E. coli  

 عصاره 1500 600 1500 600 1500 600 1500 600
µg/well 

 بافت

 ـــ
00/00±0/8  

 ـــ

00/00±1/9  
00/00±1/10  

 ـــ

 ـــ
00/00±0/10  

 ـــ

56/67±0/11  
00/00±1/11  

 ـــ

57/33±0/7  
 ـــ
 ـــ

54/33±0/8  
58/33±0/7  
55/67±0/7  

00/00±0/7  
 ـــ
 ـــ

00/00±0/7  
58/67±0/14  

 ـــ

لاستونیتری  
 اتانول

 بافرفسفات

 گناد

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

58/33±0/8  
53/76±0/7  

 ـــ

00/00±0/8  
52/33±0/8  

 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 استونیتریل
 اتانول

 بافرفسفات

 پوسته

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

__ 
__ 
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
___  
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 استونیتریل
 اتانول

 بافرفسفات

 خار

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 ـــ
 ـــ
 ـــ

 استونیتریل
 اتانول

 بافرفسفات

 بخش دهانی

  

  
 .Eهاي مختلف هاي بافتفعالیت ضدباکتریایی عصاره :1شکل 

mathaei مقابل  درE. coli.  

  
هاي مختلف -هاي بافتفعالیت ضدباکتریایی عصاره: 2شکل 

E. mathaei  در مقابلB. subtilis  
  

a 

b b 
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 .Eهاي مختلف هاي بافتفعالیت ضدباکتریایی عصاره :3شکل 

mathaei در مقابل  P. aeruginosa  

  
 .Eهاي مختلف هاي بافتفعالیت ضدباکتریایی عصاره :4شکل 

mathaei  در مقابلS. aureus  
  

  ها در مقابل چهار سویه باکتريبیوتیکآنتی) mm(قطر ممانعتی : 2جدول 
   

S. aureus P. aeruginosa  B. subtilis E. coli    
µg/disc30  µg/disc30 µg/disc30 µg/disc30  بیوتیکآنتی 

54/67±0/8 0/15±52/67  ــــ  ــــ    آموکسی کلاو  
00/00±0/12  48/33±0/22  58/33±0/8  58/33±0/36   کلورومفنیکل 
58/33±0/12  49/67±0/16  00/00±0/15  55/33±0/28   نالیدیکسیک اسید 
41/67±0/24  68/00±0/24  25/67±0/20  38/67±0/28   تتراساکلین 

  
  بحث

جانوران و گیاهان دریایی و ترکیبـات زیسـتی آنهـا    
منبع وسـیع و دردسترسـی هسـتند کـه در جسـتجو بـراي       

توانـد نقشـی   میکروبـی مـی  تن ترکیباتی با فعالیت ضدیاف
میکروبـی  مطالعـه بـر روي اثـرات ضـد    . باشندموثر داشته

هاي اخیر در سال موجودات دریایی از جمله خارپوستان
اســت و در کشـورهاي مختلــف بـه فراوانــی انجـام شــده   

)Dabbagh et al., 2011( .اســت کــه  کشــف شــده
ي نسـبت  تـر تریایی قويباکخارپوستان داراي اثرات ضد

دارنـد  هـاي حلقـوي   تنان و کـرم به پوریفرا، بریوزوا، نرم
(Ridzwan et al., 1995) .  باکتریـایی قـبلا   فعالیـت ضـد

 بـود هـاي خارپوسـتان توصـیف شـده    در بعضی از گونـه 
)Haug et al., 2002; Kiani et al., 2014; Ridzwan 

et al., 1995; Kazemi et al., 2016 .(Haug  و
ــت ضــد) 2002(همکــاران  هــاي باکتري در بخــشفعالی

ــاي  ــف توتی ــبز  مختل ــایی س  Strongylocentrotusدری

droebachiensisــتاره ــولی  ، س ــایی معم  Asteriaدری

srubens دریـایی  و خیارCucumaria frondosa   علیـه
ایـن  . کردنـد مثبـت و منفـی را بررسـی   هاي گـرم باکتري

هـا در  کتري عصـاره باهاي ضددهنده فعالیتعه نشانمطال
. بـود  C. frondosa و A. rubens هـاي مختلـف   بخـش 

Rinehart  گونــه از خارپوســتان  83) 1983(و همکــاران
ــی در  را مــورد مطالعــه  Baja Californiaســواحل غرب

ــرار ــه  ق ــد ک ــد و دریافتن ــد آن 43دادن ــت  درص ــا فعالی ه
ــتند  ــدمیکروبی داش ــاران    .ض ــاظمی و همک ــین ک همچن

ــایی توتیــــايفعالیــــت ضــــد )2016( ــایی باکتریــ دریــ

b 

a 
ab 
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Echinometra mathaei هـاي بـاکتري   روي سـویه را بر
کردنــــد و دریافتنــــد کــــه طالعــــهاســــترپتوکوکوس م

اسـتونیتریلی گنـاد و پوسـته    هـاي آلـی اتـانولی و     عصاره
در حالیکـه   داشـتند باکتریـایی  اثرات ضـد دریایی توتیاي
یتی دهـانی توتیـا فعـال   خار و قطعـات  هاي ناشی ازعصاره
نی مهرگـا در بـی  باکتریـایی ضدهاي وجود پپتید. نداشتند

اکتسابی هستند بـه   ایمنینظیر خارپوستان که فاقد سیستم
هـا را در  ها و قارچتنها باکتريآنها نه .استاثبات رسیده

کننـد،  فعال مـی ایط آزمایشگاهی و محیط طبیعی غیرشر
هـا  ونـت هاي میزبان علیه بسـیاري از عف بلکه از ارگانیسم

ــی  ــت م ــی    کنمحافظ ــیم ایمن ــث تنظ ــین باع ــد و همچن ن
ي گونـه  22از % 80 در خلیج شمالی مکزیک، .شوند می

 Baryan(دادند میکروبیال نشانستان فعالیت آنتیخارپو

et al .,1994(  اي کـه توسـط   در مطالعـهAbubakar  و
مشـخص شـد    گرفت،صورت 2012همکارانش در سال 

ــت   ــه فعالیــ ــی ضــــدکــ ــايتوتمیکروبــ دریــــایی یــ
gratilla Tripneustes ي هــاي گنــاد و لولــهدر عصــاره

در  گوارش، متمرکز شده و فعالیت کم یا عـدم فعالیـت  
ي حاضـر  مطالعـه . شـد هاي خار و دهـان مشـاهده  عصاره

را در چنــدین بافــت  باکتریــاییضــدوجــود فاکتورهــاي 
دریـایی  دیگر نیز از جمله گنادها و پوسته و خار توتیـاي 

  . استاثبات رساندهنیز به 
هـاي  در این مطالعه سعی شده تا با بکارگیري حلال

آلی و آبـی، ترکیبـات پروتئینـی و غیرپروتئینـی جانـدار      
هـا  گیـري اسـتخراج شـود و اثـرات آن    طی روند عصاره

میکروبـی در  کـه فعالیـت ضـد    ، از آنجـایی بررسی گردد
هـاي  اجزاي مختلف خارپوست مورد نظـر و در عصـاره  

بـی مشـخص شـده اسـت، لـذا هـم فاکتورهـاي        آلی و آ
ــیپروتئینــی و هــم ــین  غیرپروتئینــی م ــد مســئول چن توانن

ه حضـور فـاکتور   علاوه بر این، با توجه ب ـ. فعالیتی باشند

گیري، تا حد زیادي حضـور برخـی   دما در روند عصاره
در . اسـت  تر بیشها ترکیبات موثر در هرکدام از عصاره

ه دلیل ثابت نگهداشتن دما هاي فعال بافرفسفاتی بعصاره
ــات    oC4 در  ــور ترکیب ــال حض ــافري، احتم ــرایط ب و ش

هاي آلی بدلیل اما درعصاره. است تر بیشپروتئینی فعال 
ئینی ، احتمال حضور ترکیبات پروتoC40بالا بردن دما تا 

این انتظـار  بنـابر . یابـد فعال و حساس به دمـا کـاهش مـی   
ی مقـاوم  ل پروتئینها، ترکیبات فعارود در این عصاره می

 حضـور داشـته   تـر  بـیش پروتئینی به دما و یا ترکیبات غیر
دهـد کـه خارپوسـتان داراي    این نتـایج نشـان مـی   . باشند

ی متنـــــوعی در مقابـــــل   هـــــاي دفـــــاع مولکـــــول
  . زا هستندهاي بیماري میکروارگانیسم
هاي مربـوط  ، عصارهE. mathaeiدریایی در توتیاي

بـاکتري از  فعالیـت ضـد   دهانی و خار هیچگونـه به بخش
 اي گناد و پوسته اثر مهاريهندادند، اما بخشخود نشان

. انــدهــاي باکتریــایی ایــن تحقیــق داشــتههبــر رشــد ســوی
نقــش  تــر بــیشدهــانی و خــار رســد کــه بخــشبنظرمــی

هاي فعال شـیمیایی  مکانیکی داشته و در ترشح متابولیت
ــد ــت ندارن ــویه . دخال ــار س ــورد چه ي در مجمــوع در م

ي نشـان داد  تر بیشکتري، گناد نسبت به پوسته فعالیت با
اصــل از آن در برابــر هــر چهــار  هــاي آلــی حو عصــاره

هاي مـورد نظـر اثـر مهـاري داشـت، امـا       ي باکتري سویه
 بـه اسـتثناء بـافر   (تی هـر دو انـدام   فسـفا هـاي بـافر  عصاره

اثـر مهـاري    B. subtilisفسفاتی گناد که در برابر رشـد  
بــاکتري بـر چهــار  هرگونــه فعالیـت ضـد  فاقـد  ) دادنشـان 

تواند نشـان از نبـودن و   باکتري مذکور بودند که این می
باکتریـایی بـا ماهیـت    یـا کـم بـودن ترکیبـات فعـال ضـد      

هـا باشـد و نقـش    پروتئینی و حساس به دما در این بافـت 
فعــال  ي ترکیبــات بــه عهــده  تــر بــیش پــاتوژنی ضــد

  .باشدپروتئینی میغیر
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 هـاي مختلـف توتیـاي   وي انـدام بـر ر  2012در سال 
جملـه گنادهـا، پوسـته، خارهـا،      از T. gratillaدریـایی  

یج مشابهی با گوارشی انجام شد، نتادهانی و بخشبخش
ــته  ــونی داشـ ــایش کنـ ــت  آزمـ ــی آن فعالیـ ــت و طـ اسـ

ــاد مشــاهده میکروبی عصــارهضــد شــد هــاي متــانولی گن
)Abubakar et al., 2012( .     دلیـل بـالا بـودن فعالیـت

تواند بـه نقـش انتقـال فاکتورهـاي     یکروبی گناد میمضد
رسـد  بنظـر مـی  . ددایمنی آن به نسل بعد یعنی تخم برگر

هـا در  دفاعی شیمیایی بدن علیه پـاتوژن پوسته، اولین سد
بـاکتري و  فارس باشد، لذا نقش ضددریایی خلیجتوتیاي

قارچی آن با توجه به نداشتن سیستم ایمنی اکتسـابی  ضد
  .باشددار دور از ذهن نمیدر این جان

آمــده، برخــی از اجــزاي توجــه بــه نتــایج بدســتبــا
 باکتریـایی ضددریایی مورد مطالعه داراي فعالیت توتیاي

زاي مورد آزمایش هاي بیماريدر مقابل میکروارگانیسم
هـاي  اگرچـه میـزان قـدرت مهـاري بـین عصـاره      . هستند

یـن  ارفتـه در  هـاي بکـار  بیوتیـک اسـتخراج شـده و آنتـی   
دارد، بـا ایـن حـال بـه     تحقیق تفاوت بسیار زیادي وجـود 

ترکیبات فعـال در هرکـدام از   دلیل وجود انواع مختلف 
توان بـه  و خالص نبودن یک نوع ترکیب، نمی هاعصاره

ه ترکیبات طبیعی مـورد  ها را نسبت بطور قطع برتري آن
ي بین دو غلظت بکـار رفتـه در   در مقایسه. دادتأیید قرار

طور کلـی در اغلـب مواقـع    میکروبیال، بههاي آنتیتست
شده در آزمـایش  اوت معناداري در دو غلظت استفادهتف

  .شودمشاهده نمی
ي حاضر اشاره بر ایـن دارد کـه   مجموع، مطالعه در

 دریـایی، ي آنهـا توتیـاي  خارپوستان دریـایی و از جملـه  

هـاي  بیوتیـک توانند منـابعی غنـی بـراي کشـف آنتـی     می
هـاي  تواننـد بـراي اسـتفاده   اما ترکیباتی مـی  اشندجدید ب

آنهـا  اثرات جـانبی  مورد استفاده قرار گیرند که دارویی 

هـا حـداقلی   بیوتیـک در مقایسه با دیگـر داروهـا و آنتـی   
ــا توجــه بــه اثــر بخشــی نســبتاً خــوب   .باشــند همچنــین ب
هاي حاصل از پوسته و گنـاد، تخلـیص ترکیبـات     عصاره

  .دارددر ارجحیت قرارعات بعدي این دو اندام در مطال
  

  سپاسگزاري
دانـیم از زحمـات کلیـه    در اینجا بـر خـود لازم مـی   

کســانی کــه مــارا در انجــام ایــن تحقیــق یــاري نمودنــد   
  . سپاسگزاري نماییم
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