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 دهیکچ
و نیز اثر آنها بر بیان ژن  Staphylococcus aureusعلیه  و زنجبیل دار های دو گیاه کهن در این پژوهش، تاثیر ضدمیکروبی عصاره

های  و عصاره seaدارای ژن انتروتوکسین  S. aureusمورد بررسی قرار گرفت. از دو سویه استاندارد و پاتوژن از  seaانتروتوکسین 

سک سازی دی صورت آغشته ها به میکروبی عصاره های آماده با غلظت مشخص استفاده شد. آزمون ضد صورت قرص بهو زنجبیل  دار کهن

ارزیابی شد و از غلظت  MBCو  MICهای  انجام شد و سپس حداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی این دو عصاره بر اساس آزمون

SubMIC ها بر بیان ژن انتروتوکسین  منظور بررسی اثر تیمار عصاره ها به این عصارهsea  استفاده گردید. سپس استخراجRNA  و سنتز

cDNA  و در نهایتReal time PCR  انجام و نتایج حاصل از آن تفسیر شد. نتایج حاصل از انتشار از دیسک وMIC  نشان داد که

 seaنیز نشان داد که عصاره زنجبیل بیان ژن انتروتوکسین  Real time PCRعصاره زنجبیل دارای اثر ضدمیکروبی است. تفسیر نتایج 

کاملا مهار کرد. این عصاره بیان ژن موردنظر در سویه پاتوژن را نیز بسیار را به صفر رساند و آن را  ATCC 25923در سویه استاندارد 

شد. این  seaدار باعث افزایش چشمگیر بیان ژن  درصد رسید. اما عصاره کهن 4کاهش داد و بیان این ژن نسبت به نمونه بدون تیمار به 

برابر افزایش داد. با توجه به نتایج این پژوهش، زنجبیل  9و  55د ترتیب حدو نظر در سویه استاندارد و پاتوژن را به عصاره بیان ژن مورد

 .باشد S. aureusهای ناشی از  تواند کاندیدای خوبی برای مقابله با عفونت می
 

 .sea، ژن Staphylococcus aureus ،Ginkgo biloba ،Zingiber officinale :ها  کلیدواژه
 

 مقدمه
یکی از عوامل اصلی مرگ و میر و شدیدترین عوارض در بیماران 

. یکی از این ]۱[ باشد دچار سوختگی، عفونت بیمارستانی می
است. این  Staphylococcus aureusهای مهاجم،  باکتری

های  ها و بیماری باکتری در انسان و دام موجب ایجاد عفونت
ها، گل مژه، آبسه موضعی، اندوکاردیت و  مختلفی مانند سوختگی

افزون مقاومت به انواع  . با افزایش روز]3و  2[شود  استئومیلت می
های قوی، بهبود  بیوتیک کارگیری آنتی رغم به ها، علی بیوتیک آنتی

های بیمارستانی، هنوز  شت عمومی و کنترل عفونتشرایط بهدا
عنوان یک پاتوژن مهم در انسان محسوب  به S. aureusهم 

بیوتیک در  های مقاوم به آنتی علت پیدایش سویه . به]4[شود  می
های موجود  بیوتیک -روز به روز تعداد آنتی S. aureusباکتری 
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که برخی از  یابد، به طوری ها کاهش می برای درمان این عفونت
ها حتی نسبت به تعداد زیادی از ترکیبات ضدمیکروبی، اعم  سویه

و  5[اند  ها، مقاومت نشان داده کننده ها و ضدعفونی بیوتیک از آنتی
6[. S. aureus  به علت دارا بودن عوامل متعدد از جمله

زایی بالایی  ها و فاکتورهای خارج سلولی، توانایی بیماری توکسین
جمله عفونت  ها از وول ایجاد طیف وسیعی از بیماریداشته و مس

 S. aureusهای  . انتروتوکسین]7[باشد  و مسمومیت غذایی می
سروتیپ  ۱8بر اساس خصوصیات بیولوژیکی و سرولوژیکی به 

اند. از نظر مقاومت به شرایط فیزیکی و شیمیایی  بندی شده طبقه
حرارت و عوامل های انتروتوکسین در مقابل  تقریبا تمام سروتیپ

آنزیمی از جمله تریپسین موجود در دستگاه گوارش مقاوم هستند 
]8[. S. aureus سلولی با وزن  های پروتئینی خارج توکسین

مولکولی مختلف مانند لکوسیدین، همولیزین و انتروتوکسین 
کند که در بین آنها انتروتوکسین از اهمیت بالاتری  تولید می

ذای آلوده به این توکسین باعث ایجاد برخوردار بوده و مصرف غ
های  ها پروتئین انتروتوکسین .]9[شود  مسمومیت غذایی می

شوند و  محلول در آبی هستند که توسط سلول باکتری ترشح می
های غذایی و  عنوان عامل استفراغ در مسمومیت به

ها از جمله  باشند. انتروتوکسین ها مطرح می گاستروآنتریت
شوند که تکثیر  مهم باکتریایی محسوب می های ژن سوپرآنتی

. چندین نوع انتروتوکسین ]۱0[کنند  را تحریک می Tهای  سلول
 sej،sei ،sehهای مرتبط با آنها از جمله  استافیلوکوکوسی و ژن

،seg ،see،sec و sea اند که از لحاظ ساختار و  گزارش شده
های فیزیولوژیکی مشابه هم بوده ولی خصوصیت  فعالیت

و  Aهای  ها با یکدیگر متفاوت است که انتروتوکسین ژنی آن آنتی
B های  . روش]9[ کنند زایی ایفا می بیشترین نقش را در بیماری

های فنوتیپی و ژنوتیپی برای تشخیص  مختلفی از جمله روش
وجود دارد.  S. aureusها و شناسایی  زایی باکتری وکسینانتر

گلوتیناسیون، اخترلونی و روش و  SRIDهای فنوتیپی مثل آ
و استفاده از  real time PCRو  PCRهای ژنوتیپی از قبیل  روش

های مسئول تولید انتروتوکسین در  پروب برای تشخیص ژن
ی متداول ها . روش]۱۱[روند  کار می به S. aureusهای  سویه

های انتروتوکسین  استفاده شده برای شناسایی و جستجوی ژن
گلوتیناسیون، ایمونودیفیوژن، لاتکس  شامل الایزا، لاتکس آ

ها  باشند که در این روش ایمونواسی، رادیو ایمونواسی و غیره می

نظر فراهم گردد. ولی در  ژن مورد باید شرایط لازم برای آنتی
ژن نبوده و حتی در  یازی به آنتیمرکب، ن PCRو  PCRتکنیک 

ها قابل ردیابی  صورت نبودن توکسین یا میزان کم توکسین، ژن
توانایی تولید  S. aureusهای  . تنها برخی از سویه]۱2[هستند 

انتروتوکسین و ایجاد مسمومیت غذایی را دارند که با استفاده از 
 S. aureusهای  توان حضور سویه می DNA های تکثیر روش

انتروتوکسوژنیک را بر اساس توالی اختصاصی ژن شناسایی نمود. 
های استافیلوکوکوسی فاکتور اصلی ایجاد مسمومیت  انتروتوکسین
اند که  های مختلفی تشکیل شده باشند که از تیپ غذایی می

 B (SEB) و A (SEA) های تیپ ترین آنها انتروتوکسین مهم
 . ]۱۱[هستند 

ها برخوردار  ای در درمان بیماری دهالعا گیاهان از اهمیت فوق
را در گیاهان جستجو  2۱که محققان، داروهای قرن  هستند طوری

کنند و معتقدند که حلال مشکلات پزشکی در آینده، گیاهان  می
باشند. افزایش نیاز به دارو، سازگاری گیاهان دارویی با بدن و  می

میایی تاکید سازمان بهداشت جهانی بر جایگزینی داروهای شی
به وسیله داروهای طبیعی، موجب شده است تا تجویز و مصرف 
گیاهان دارویی افزایش یابد. همچنین عوارض جانبی، هزینه بر و 
زمان بر بودن کشف و تولید داروهای شیمیایی، مصرف گیاهان 

 .]۱3[دارویی را در صنایع بهداشتی و دارویی افزایش داده است 
از گیاهان  Zingiber officinaleزنجبیل با نام علمی 

است. این گیاه بومی آسیا بوده و هم  Zingiberaceaeخانواده 
اکنون در آفریقا، هندوستان و سایر نواحی گرمسیری پرورش داده 

ها مانند روماتیسم،  شود. زنجبیل در درمان بسیاری از بیماری می
فشار خون بالا، یبوست، آسم، دیابت و ... نقش دارد. همچنین 

آور،  آور، خلط اشتها، ضد اسپاسم، ضد التهاب، ادرار محرک
بخش، ضدمیکروبی، شل کننده عروق، محرک  ضددرد، آرامش

باشد و  کننده قوای جنسی نیز می موضعی، مسهل، ملین و تقویت
هایی مثل  فعالیت ضدمیکروبی این عصاره و عمل علیه باکتری

 . ]۱4[سودوموناس و باسیلوس ثابت شده است 
ترین  از قدیمی Ginkgo bilobaبا نام علمی  دار کهن

درختان جهان است که تاریخچه آن به دو میلیون سال پیش 
ها از جمله  گردد و نقش مهمی در درمان بسیاری از بیماری برمی

افزایش مقاومت و تحمل به کاهش اکسیژن، خصوصا در بافت 
مغز، مهار پیشرفت ادم مغزی ناشی از سموم یا بعد از تروما و 
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ی این  کننده . نقش پیشگیری]۱5[رد تسریع در بهبود آن و... دا
توان به اجزای فعال آن یعنی فلانویید  گیاه دارویی را می

. مشخص گردید ]۱7و  ۱6[گلوکوزیدها و ترپنوئیدها نسبت داد 
دلیل ایجاد تورم،  که اثرات ضدباکتریایی گیاهان دارویی به

ر تغییرشکل قسمتی از دیواره باکتری، ایجاد سوراخ در دیواره مذکو
. همپنین ]۱8[باشد  ها می و در نتیجه ممانعت از رشد این باکتری

های  های گیاهی روی باکتری های ضد باکتریایی عصاره فعالیت
به اثبات  S. aureusویژه انواع گرم مثبت از جمله  مختلف به

ها با دارابودن ترکیباتی مثل کارواکرول،  رسیده که این اسانس
آلدهید و اسید سینامیک خاصیت  تیمول، پریل آلدهید، سینام

 .]۱9[دهند  ضدباکتریایی نشان می
 سبب زنجبیل مصرف که گردید مشخص ای مطالعه در
 و انسولین به حساسیت بهبود گلیسرید، تری خون، قند کاهش

 2 نوع دیابت به مبتلا افراد در ویژه به خون های چربی الگوی بهبود
(type 2 diabetic patients) خاصیت بررسی رد. ]20[ شد 

 .S برابر در زنجبیل و پیاز الکلی و آبی خام، عصاره ضدباکتریایی

aureus، Pseudomonas aeruginosa، Escherichia coli 
 های عفونت عامل میکروارگانیسم )چهار albicans Candida و

 به نسبت زنجبیل الکلی عصاره که داد نشان نتایج ادراری( دستگاه
 آزمایش مورد های ارگانیسم رشد از موثرتری طور به ها عصاره بقیه

 ها، ارگانیسم سایر به نسبت ،P. aeruginosa کند. می ممانعت
 عصاره داد. اننش زنجبیل و پیاز های عصاره به بیشتری حساسیت

 پیاز عصاره به نسبت را مشخصی بازدارنده اثر زنجبیل
  .]2۱[ کرد ایجاد آزمایش مورد های ارگانیسم روی

 گیاهان اسانس کشندگی اثر ارزیابی هدف با ای مطالعه در
officinale Zingiber، citrodora Aloysia و Artemisia

dracunculus های باکتری استاندارد های سویه بقای میزان بر 
 های باکتری روی زنجبیل اسانس اثر بیشترین منفی، و مثبت گرم

S. aureus، Salmonella typhimurium و 
Staphylococcus epidermidis در  .]22[ شد مشاهده

دار در اختلال حافظه و  ای کارآیی عصاره برگ گیاه کهن مطالعه
آسیب نورونی هیپوکمپ ناشی از دیابت بررسی و مشخص شد 
که عصاره برگ جینکو اختلال حافظه ناشی از دیابت را بهبود و 

صورت  همچنین کاهش شمارش سلولی ناشی از دیابت را به
 گیاه برگ عصاره تاثیر بررسی در .]۱6[معناداری جبران کرد 

 روی عصاره این که گردید مشخص گوش، وزوز روی دار کهن
 بهبود را مغزی عروق رسانی خون است، موثر حافظه اختلالات

 دارد. کننده  محافظت آثار عصبی، های سلول روی و بخشد  می
 را عصاره این که بیمارانی از %3/53 در که داد نشان ها یافته

  .]23[ افتاد اتفاق گوش وزوز دن  بهترش بودند کرده دریافت
های گیاهی  در این پژوهش، تاثیر ضدمیکروبی عصاره

ها بر بیان  و نیز اثر آن S. aureusدار و زنجبیل علیه باکتری  کهن
 مورد بررسی قرار گرفت. seaژن انتروتوکسین 

 
 ها روش و مواد

 های گیاهی  تهیه عصاره
 Ginkogolنام جینکوگل )دار با  گرمی گیاه کهن میلی 40کپسول 

capsule گرمی عصاره خشک ریشه گیاه  میلی 250( و کپسول
( از شرکت داروسازی Zintoma capsuleبا نام زینتوما ) زنجبیل

های استوک  ها، محلول گل دارو تهیه گردید. سپس از هر یک از آن
لیتر تهیه  گرم در میلی میلی ۱0لیتر و  گرم در میلی میلی ۱00

 گردید.
زنجبیل، چهار عدد قرص  ۱ای تهیه استوک شماره بر

صورت پودر درآمد.  زینتوما در یک ظرف استریل خرد شد و به
لیتر  میلی ۱0سپس این پودر در داخل لوله فالکون ریخته شد و 

آب مقطر استریل به آن اضافه گردید. در مرحله بعد، محلول با 
توک شماره دستگاه ورتکس شد تا کاملا حل شود. برای تهیه اس

عدد قرص جینکوگل در یک ظرف استریل  25دار نیز  یک کهن
 ۱0خرد و پودر گردید. این پودر داخل لوله فالکون ریخته شد و 

گرم آب مقطر استریل به آن اضافه گردید. حجم نهایی  میلی
 میکروگرم بود. ۱000استوک شماره یک 

 

 زنجبیل:
250mg × 4(Zintoma)

10ml(𝐻2𝑂)
=

1000mg

10ml

=
100mg

ml
(stock1) 

 

 دار: کهن
40mg × 25(Ginkogol)

10ml(H2O)
=

1000mg

10ml

=
100mg

ml
(stock1) 
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 ۱لیتر از استوک شماره  میلی ۱، 2برای تهیه استوک شماره 
لیتر آب  میلی 9برداشته شد و داخل لوله فالکون ریخته شد. سپس 

 گرم برسد. میلی ۱0مقطر استریل به آن اضافه شد تا حجم آن به 
1ml(stock1) + 9ml H2O =

10mg

ml

=
10000µg

ml
(stock2) 

 

  S. aureusکشت و جداسازی باکتری 

 ATCC)از دو سویه استاندارد  S. aureusکشت باکتری 

گیری شده از پاتوژن به صورت کشت  و سویه نمونه (25923
گار روی پلیت انجام  چمنی روی محیط کشت مولر هینتون آ

ساعت  24مدت  های حاوی باکتری در انکوباتور به گرفت. پلیت
نگهداری و سپس در محیط مولر هینتون براث کشت داده شدند. 

ساعت پس از کشت، کدورتی معادل محیط نیم مک فارلند  24
 ماده گردید.آ

 

 آزمون حداقل غلظت مهاری
Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC)  

های گیاهی با استفاده از محیط  از عصاره MICآزمون میکروبی
 ۱/2مولر هینتون براث انجام شد. برای تهیه مولر هینتون براث، 

لیتر آب مقطر انتقال یافت و بعد از حل  ۱گرم از پودر براث به 
لیتر در هر یک از  میلی 2کامل با هیتر مغناطیسی به مقدار شدن 

، به ۱لوله آزمایش ریخته و اتوکلاو شد. سپس در لوله شماره  30
 ۱0000گرم در میلی لیتر ) میلی ۱0لیتر از عصاره  میلی 2میزان 

دار( ریخته  لیتر( گیاه مورد نظر )زنجبیل یا کهن میکروگرم بر میلی
لیتر برای  میکروگرم بر میلی 5000 ظتشد که در این حالت غل

به لوله  ۱میلی لیتر از لوله شماره  2لوله شماره یک ایجاد گردید. 
و به ترتیب  3به لوله شماره  2لیتر از لوله شماره  میلی 2، 2شماره 

سازی سریالی انجام  انتقال یافت و عملیات رقیق 8تا لوله شماره 
عنوان کنترل مثبت و  نیز به ترتیب به ۱0و  9های شماره  شد. لوله

ها  منفی در نظر گرفته شدند. به غیر از لوله کنترل منفی به بقیه لوله
میکرولیتر از محیط براث حاوی باکتری با کدورت معادل  200

ها در انکوباتور  نیم مک فارلند اضافه گردید و در نهایت این لوله
ه لول ۱0لوله آزمایش،  30ساعت نگهداری شدند. از  24به مدت 

دار و در  لوله برای عصاره گیاه کهن ۱0برای عصاره گیاه زنجبیل، 
های هر دو گیاه در نظر  لوله برای ترکیبی از عصاره ۱0نهایت 

در نظر  S. aureusگرفته شد. این مراحل برای هر سویه باکتری 
 گرفته شد. 

 
 Minimum Bactericidalآزمون حداقل غلظت کشندگی 

Concentration (MBC)  

انجام شد. در  MBC، آزمون MIC ساعت از آزمون 24عد از ب
استفاده گردید.  8تا  ۱های شماره  های لوله این آزمایش از نمونه

ها در هشت پلیت جداگانه حاوی محیط کشت مولر  این نمونه
گار به دست کشت داده شدند و بعد  صورت چمنی و یک هینتون آ

ها از لحاظ رشد باکتری مورد  ساعت پلیت 24مدت  از آن به
 بررسی قرار گرفتند.

 

 های گیاهی مون اثر ضدمیکروبی عصارهآز

های بلانک استفاده گردید. هر دیسک  منظور از دیسک برای این
لیتر زنجبیل و  گرم در میلی میلی ۱00بلانک در عصاره گیاهی 

طور جداگانه آغشته شد و در محیط کشت مولر هینتون  دار به کهن
گار حاوی باکتری، دیسک ین از گذاری انجام گردید. علاوه بر ا آ

سازی و  دار نیز برای آغشته های زنجبیل و کهن ترکیب عصاره
ساعت  24مدت  ها به گذاری استفاده گردید. سپس پلیت دیسک

گراد انکوبه شدند و قطر هاله عدم رشد  درجه سانتی 37در دمای 
 گیری شد.  اندازه

 

 DNA استخراج

از دو سویه مورد مطالعه رشدیافته در محیط  DNAبرای استخراج 
مولر هینتون براث استفاده گردید. مراحل کار با استفاده از کیت 

های گرم مثبت شرکت پیشگامان و طبق  باکتری DNAاستخراج 
 دستورالعمل این کیت انجام گرفت.

 

 های مورد مطالعه در سویه seaبررسی وجود ژن 
برای این منظور با استفاده از آغازگرهای اختصاصی از روش 

PCR نظر در جدول  های جفت آغازگر مورد استفاده گردید. توالی
  .]24[آمده است  ۱

گر و برنامه  با استفاده از مواد واکنش seaژن  PCRواکنش 
 آمده است، صورت گرفت. 3و  2ترتیب در جداول  دمایی که به
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یابی محصول ا   PCRرز
 TBEبافر  از استفاده شد. با انجام الکتروفورز منظور، این برای

گارز، ژل  گارز  و پودر آ میکرولیتر از محصول  5تهیه گردید و  %۱آ
PCR ها تزریق شد. در یک  با پاورلود مخلوط و به درون چاهک

 از تزریق شد. پس bp DNA Ladder 100چاهک نیز 
دستگاه  روی ژل دادن قرار ولت، با 150 ولتاژ در الکتروفورز

UV Transilluminatorمحصول ، باندهای PCR و رؤیت 
 .گردید ارزیابی

 
 RNAاستخراج 

، حداکثر غلظت MBCو  MICبر اساس نتایج حاصل از 
های  دار که باعث مهار و کشتن سویه های زنجبیل و کهن عصاره

شدند برای تیمار دو سویه موردنظر در محیط براث  باکتریایی نمی
مک فارلند استفاده گردید و پس از انکوباسیون در  باکتریایی معادل نیم

با استفاده از ترایزول  RNAگراد، استخراج  درجه سانتی 37دمای 
، طبق دستورالعمل کیت و با رعایت ROJETechnologiesکت شر

 شرایط استریل و در دمای پایین صورت گرفت.

 cDNAسنتز 

های استخراج شده و با استفاده از کیت سنتز  RNAبا استفاده از 
 و طبق پروتکل این کیت، Parstous biotechnologyشرکت 

 انجام شد.  cDNAسنتز 
 

  Real time PCRواکنش 

به هر  SYBR Green Premixمیکرولیتر  ۱0برای این منظور 
میکرولیتر از آغازگر مستقیم و  ۱میکروتیوب اضافه گردید. سپس 

میکرولیتر  4و نیز  cDNAمیکرولیتر از محلول  2معکوس، 
ROX Reference Dyeها افزوده شد. برای  به میکروتیوب

میکرولیتر آب فاقد  6میکرولیتر،  20رسیدن به حجم نهایی 
میکرولیتر از این مخلوط به  ۱8نوکلئاز اضافه و مخلوط گردید و 

سازی، ژن  های استریپ اضافه شد. به منظور نرمال میکروتیوب
16SrRNA  به عنوان ژن مرجع مورد استفاده قرار گرفت. برای

2از روش  PCRیه و تحلیل نتایج ریل تایم تجز
-CT  استفاده

و ژن مرجع  sea  توالی آغازگرهای مربوط به ژن 4در جدول  شد.
16 S rRNA  24[نشان داده شده است[ . 

 
 S. aureusدر  seaهای آغازگرهای مورد مطالعه برای ژن  توالی -1جدول 

 توالی آغازگرنام 

sea-F TTGGAAACGGTTAAAACGAA 
sea-R GAACCTTCCCATCAAAAACA 

 
 S. aureus در sea  ژن PCRگر مورد استفاده در  مواد واکنش -۲جدول 

 گر واکنش حجم )میکرولیتر(
 آب مقطر 15.5
2.5 PCR بافر (10X) 
1.5 MgCl2 (10mM) 
1 dNTPs (10mM) 

 (10p.mol)آغازگر مستقیم  0.5
 (10p.mol)آغازگر معکوس  0.5
3 DNA الگو 

0.5 Taq polymerase (100U/µl) 
 حجم کل 25

 
 S. aureus در sea  ژن PCRشرایط بهینه دمایی  -3جدول 

 برنامه زمان دما
94C 5 واسرشت اولیه دقیقه 

 سیکل 35
94C 45 واسرشت ثانیه 
59C 60 دمای اتصال آغازگر ثانیه 
72C 45 گسترش آغازگر ثانیه 
72C 5 گسترش نهایی دقیقه 
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 نتایج 
 سازی دیسک نتایج حاصل از روش آغشته

 ۱00های استاندارد و پاتوژن با غلظت  این روش برای سویه
دار و زنجبیل انجام گردید  های کهن لیتر عصاره گرم بر میلی میلی

نشان داده  5قطر هاله عدم رشد در جدول الف و ب(.  ۱  )شکل
 شده است.

 

های زنجبیل و  تحت تیمار با عصاره MICنتایج آزمون 
 دار کهن

های  در این آزمایش دو سویه استاندارد و پاتوژن باکتری با غلظت
، µg/ml5000 ،µg/ml2500های گیاهی یعنی  مختلف عصاره

µg/ml۱250 ،µg/ml625 ،µg/ml5/3۱2 ،µg/ml25/۱56 ،

µg/ml۱/78  وµg/ml6/39  .تحت تیمار قرار گرفتندMIC 
ها برای  دار و همچنین ترکیب عصاره عصاره زنجبیل و کهن

بود.  µg/ml2500و  µg/ml5000های پاتوژن و استاندارد  سویه
)کنترل منفی( به علت فقدان باکتری  9علاوه بر آن در لوله شماره 

 . (2  رشدی مشاهده نگردید )شکل
 

های  تحت تیمار با عصاره MBCنتایج حاصل از آزمون 
 دار زنجبیل و کهن

ها مشاهده شد و بر این اساس  ها رشد سویه در تمامی این پلیت
های  کار رفته در این آزمون اثر کشندگی روی سویه های به غلظت

 (.3  مورد نظر نداشتند )شکل

 
 S. aureus در 16S rRNAو  seaهای  توالی آغازگرهای مربوط به ژن -4جدول 

 آغازگر توالی منبع

Atshan et al., 2013 
TTGGAAACGGTTAAAACGAA sea-F 
GAACCTTCCCATCAAAAACA sea-R 

Atshan et al., 2013 
GGGACCCGCACAAGCGGTGG 16S rRNA-F 
GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA 16S rRNA-R 

 
یه -5جدول   گذاری تحت تیمار به روش دیسک S. AUREUSهای مورد مطالعه باکتری  قطر هاله عدم رشد سو

 تیمار با زنجبیل نوع سویه
 (mg/ml100)غلظت 

 دار تیمار با کهن
 (mg/ml100)غلظت 

 دار تیمار به نسبت مساوی با زنجبیل و کهن
 (mg/ml100)غلظت 

 mm 9 mm ۱2 mm ۱0 پاتوژن
 0 0 0 استاندارد

 

  
در شرایط تیمار با  S. aureusهاله عدم رشد سویه پاتوژن  )الف(: 1شکل 

 دار زنجبیل و کهن
در شرایط تیمار با  S. aureusهاله عدم رشد سویه استاندارد  )ب(: 1شکل 

 دار زنجبیل و کهن
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 دار  های زنجبیل و کهن با عصاره S. aureusمربوط به تیمار باکتری  MIC -۲شکل

 (µg/ml5000 ،µg/ml2500 ،µg/ml۱250 ،µg/ml625 ،µg/ml5/3۱2 ،µg/ml25/۱56 ،µg/ml۱/78 ،µg/ml6/39های  )غلظت
 

  
 د(  تیمار سویه استاندارد با عصاره زنجبیل الف( تیمار سویه پاتوژن با عصاره زنجبیل

  
 دار ه(  تیمار سویه استاندارد با عصاره کهن دار ب(  تیمار سویه پاتوژن با عصاره کهن

  
 های ترکیبی و(  تیمار سویه استاندارد با عصاره های ترکیبی ج(  تیمار سویه پاتوژن با عصاره

یه MBC -3شکل   دار به صورت جداگانه و ترکیبی های زنجبیل و کهن با عصاره S. aureusهای پاتوژن و استاندارد باکتری  مربوط به تیمار سو
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 Real time PCRنتایج حاصل از 
RNA دار و ترکیب این  های تیمار شده با زنجبیل، کهن سویه

دوعصاره و همچنین سویه کنترل )بدون تیمار( در شرایط استریل 
و برودتی و بر اساس دستورالعمل کیت استخراج 

ROJETechnologies  استخراج شد و پس از ارزیابی کیفیت
RNA  استخراج شده از طریق الکتروفورز، سنتزcDNA  انجام

و به  seaگردید و سپس با استفاده از آغازگرهای اختصاصی 
 Real time PCRتکنیک  16s rRNAکارگیری ژن مرجع 

 صورت گرفت.
های گیاهی در سویه  تحت تأثیر عصاره seaبررسی بیان ژن 

 استاندارد
 .Sدر سویه استاندارد  Real time PCRتجزیه و تحلیل نتایج 

aureus های گیاهی  های مشخص عصاره تیمارشده با غلظت
تحت تأثیر  seaدار و زنجبیل نشان داد که میزان بیان ژن  کهن

درصد افزایش یافت. اما عصاره زنجبیل  55دار حدود  عصاره کهن
بیان این ژن را کاملا مهار کرد. استفاده توام این دو عصاره نیز بیان 

 (.4درصد افزایش داد )شکل  5/3این ژن را تا 
 

های گیاهی در سویه  تحت تأثیر عصاره seaبررسی بیان ژن 
 پاتوژن

 S. aureusدر سویه پاتوژن  Real time PCRآنالیز نتایج 
دار و  های گیاهی کهن های مشخص عصاره تیمارشده با غلظت

تحت تأثیر عصاره  seaزنجبیل نیز نشان داد که میزان بیان ژن 
لی عصاره زنجبیل بیان یابد و درصد افزایش می 9دار حدود  کهن

که بیان این ژن نسبت به نمونه  این ژن را بسیار کاهش داد به طوری
 (.5درصد رسید )شکل  4بدون تیمار فقط به 

 
 

 بحث
های بیمارستانی همواره مشکلات زیادی را برای بیماران  پاتوژن

های  کنند. این باکتری ها ایجاد می بستری و نیز پرسنل بیمارستان
شوند و  طور پیوسته دستخوش تغییرات ژنتیکی و فنوتیپی می به

های رایج مقاومت کسب  بیوتیک بدین ترتیب نسبت به آنتی
رشح سموم مختلف از جمله با ت S. aureusکنند. باکتری  می

کند. در میان  انتروتوکسین، شرایط تهاجم به میزبان را فراهم می
بیشترین نقش را در  Bو  Aهای  این سموم، انتروتوکسین

های مقاوم به  S. aureusزایی دارند. با توجه به ظهور  بیماری
های مختلف، تحقیق در مورد یافتن داروهای مؤثر،  بیوتیک آنتی

ها اغلب  بیوتیک رسد. با توجه به این که آنتی نظر می بهارزشمند 
یابی به داروهای  دارای عوارض جانبی متعدد هستند، دست

ازگیاهی مؤثر با عوارض جانبی کم بسیار حائز اهمیت است. 
 

 
  S. aureusدار و زنجبیل در سویه استاندارد  های کهن تحت تیمار عصاره seaمیزان بیان ژن  -4شکل 
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 S. aureusدار و زنجبیل در سویه پاتوژن  های کهن تحت تیمار عصاره seaمیزان بیان ژن  -5شکل 

 

های بسیار دور انسان به خواص دارویی بسیاری از گیاهان  گذشته
پی برده و بر اساس تحقیقات صورت گرفته، خواص ضدمیکروبی 
بسیاری از گیاهان به اثبات رسیده است و در این میان، زنجبیل و 

دار از اهمیت زیادی برخوردار هستند. تحقیقاتی در زمینه  کهن
گیاهی مذکور روی انواع  های تأثیر ضد باکتریایی عصاره

اما این تحقیقات  ]22[های گرم مثبت و منفی وجود دارد  باکتری
های  در حد مطالعات فنوتیپی و مشاهدات میکروبی و آزمون

در این پژوهش اثر ضدمیکروبی بیوشیمیایی بوده است. 
ها روی بیان ژن  دار و تأثیر آن های گیاهی زنجبیل و کهن عصاره

 .Sهای استاندارد و پاتوژن باکتری  در سویه seaانتروتوکسین 

aureus .مورد بررسی قرار گرفت 
که بیشترین میزان  نشان دادند ]25[طبائی و همکاران 

ترتیب در  سیلین به مقاوم به متی S. aureusمقاومت 
سیلین، اریترومایسین، کلیندامایسین،  های پنی بیوتیک آنتی
زوم و سیپروفلوکساسین سیلین، جنتامایسین، سولفومتوکسا متی

دهد در  است. این موضوع، زنگ خطری است که نشان می
ها ظاهر  های بسیار مقاوم باکتری ای نه چندان دور، سویه آینده

 خواهند شد.
 ضدباکتریایی خاصیت بررسی در ]2۱[ زاد زمانی و مومنی

 S aureus، Pseudomonas برابر در زنجبیل و پیاز های عصاره

aeruginosa، Escherichia coli و Candida albicans 
 رشد از ها عصاره سایر از بیشتر زنجبیل الکلی عصاره که دادند نشان

 ،P. aeruginosa کند. می ممانعت آزمایش مورد های ارگانیسم

 و پیاز عصاره به بیشتری حساسیت ها، ارگانیسم سایر به نسبت
 مشخصی بازدارنده اثر زنجبیل های عصاره .داد نشان زنجبیل
 داد نشان آزمایش مورد های ارگانیسم روی پیاز عصاره به نسبت

 و بخش تاج بود. انطباق در حاضر تحقیق نتایج با  یافته این که
 اسانس اثر بیشترین که رسیدند نتیجه این به ]22[ سلیمانی

 های اکتریب روی لیتر میلی در گرم میلی ۱25/0 غلظت با زنجبیل
S. aureus و Salmonella typhimurium و 

Staphylococcus epidermidis حاضر تحقیق نتایج با که بود 
 داشت. مطابقت

 روی دار کهن و زنجبیل های عصاره تأثیر حاضر پژوهش در
 گرفت. قرار مطالعه مورد S. aureus پاتوژن و استاندارد سویه دو
 عصاره ضدمیکروبی اثر دیسک، از انتشار آزمون نتایج اساس بر

 و بود مشهود خوبی به پاتوژن و استاندارد سویه مورد در زنجبیل
 های سویه مورد در ترتیب به متر میلی 9 و ۱5 رشد عدم هاله

 سویه روی دار کهن عصاره ولی گردید مشاهده پاتوژن و استاندارد
 نداد. نشان ضدمیکروبی اثر استاندارد

)حداقل غلظت بازدارندگی(  MICبر اساس این پژوهش، 
ها برای  دار و همچنین ترکیب عصاره عصاره زنجبیل و کهن

 µg/ml2500و  µg/ml5000های پاتوژن و استاندارد  سویه
 Sub، یافتن MICتعیین گردید. هدف اصلی از انجام آزمون 

MIC ها که باعث  بود که بر اساس آن، بیشترین غلظت عصاره
 رفته شود.مرگ باکتری نشود به کار گ

1 

9/306 

0/04 
0

2

4

6

8

10

Control Ginkgobiloba Ginger

sea gene expression 
(Pathogen strain) 



 و همکارانشیده معصومی /  دار و زنجبیل های گیاهی کهن تیمار شده با عصاره Staphylococcus aureusدر  seaارزیابی مولکولی بیان ژن انتروتوکسین  32

 

بر اساس جستجوهای انجام شده، تاکنون تحقیقی در مورد 
صورت  seaدار بر بیان ژن  های گیاهی زنجبیل و کهن تأثیر عصاره

نگرفته است. در تحقیق حاضر و بر اساس آنالیز نتایج حاصل از 
Real time PCR بیان ژن انتروتوکسین ،sea  درS. aureus 

دار بود و این  و همچنین عصاره کهنبسیار متأثر از عصاره زنجبیل 
دو عصاره گیاهی تأثیر کاملا متفاوت روی بیان این ژن داشتند. 
این موضوع هم در مورد سویه استاندارد و هم در مورد سویه 

 پاتوژن مشاهده گردید.
 55در سویه استاندارد را تا  seaدار، بیان ژن  عصاره کهن

برابر افزایش داد. بنابراین  9برابر و در سویه پاتوژن را تا بیش از 
شاید بتوان گفت که عصاره این گیاه نه تنها خاصیت ضدمیکروبی 
ندارد بلکه با افزایش بیان ژن انتروتوکسین ممکن است در افزایش 

ایفای نقش کند. اما تأثیر عصاره  S. aureusزایی  شدت بیماری
حقیق دار بود. بر اساس ت زنجبیل کاملا متفاوت و متضاد با کهن

در سویه  seaحاضر، زنجبیل توانست بیان ژن انتروتوکسین 
استاندارد را به صفر و در سویه پاتوژن را نزدیک به صفر کاهش 
دهد. به عبارت دیگر عصاره زنجبیل اثر مهاری کامل روی ژن 

 داشت. seaانتروتوکسین 
 

 نتیجه گیری 
که شود  بر اساس نتایج حاصل از این پژوهش چنین استنباط می

  میکروبی است. این عصاره عصاره زنجبیل دارای خواص ضد
تأثیر  sea S. aureus گیاهی طبیعی روی بیان ژن انتروتوکسین

تواند داشته باشد. این موضوع در مورد سویه  مهاری کامل می
 S. aureusو همچنین سویه پاتوژن  ATCC25923استاندارد 

عنوان یک کاندیدای  به توان زنجبیل را مشاهده گردید. بنابراین می
مناسب برای مقابله با تهاجم این باکتری در نظر گرفت. اما 

های  رغم فوائد بسیار زیاد و مختلف در زمینه دار علی کهن
 های مختلف درمانی، عامل خوبی در مقابله با عفونت

S. aureus رسد و حتی ممکن است منجر به تشدید  به نظر نمی
منظور تأیید و تکمیل نتایج حاصل از  هها گردد. ب این نوع عفونت

 seaشود که میزان بیان ژن انتروتوکسین  این پژوهش، پیشنهاد می
تحت تیمار  S. aureusهای  در تعداد بیشتری از نمونه

دار مورد مطالعه قرار گیرند.  های گیاهی زنجبیل و کهن عصاره
باکتری  seaهای گیاهی مختلف دیگری نیز روی بیان ژن  عصاره

دار  های زنجبیل و کهن فوق مورد ارزیابی قرار گیرند و تأثیر عصاره
و ... نیز  seb ،secهای انتروتوکسین نظیر  بر بیان انواع دیگر ژن

 مطالعه گردند.
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Abstract 
In this study, the antimicrobial effect of extracts of Ginkgo biloba and Zingiber officinale 

plants against Staphylococcus aureus and their effect on the expression of sea enterotoxin gene 

were investigated. Two standard and pathogenic strains of S. aureus with enterotoxin sea gene 

and G. biloba and Z. officinale extracts were used as ready-made tablets with a specified 

concentration. Antimicrobial test of the extracts was performed by disk impregnation and then 

the minimum inhibitory and bacteriocidal concentrations of these extracts were evaluated by 

MIC and MBC tests and SubMIC concentration of these extracts was used to evaluate the 

effect of extract treatment on the expression of sea enterotoxin gene. Then RNA extraction 

and cDNA synthesis and finally Real time PCR were performed and the results were 

interpreted. The results of disk diffusion and MIC showed that Z. officinale extract has 

antimicrobial effect. Interpretation of Real time PCR results also showed that Z. officinale 

extract reduced and completely inhibited the expression of sea enterotoxin gene in standard 

strain ATCC 25923. This extract also significantly reduced the expression of the target gene 

in the pathogenic strain, and its expression was reduced to 4% compared to the untreated 

sample. On the contrary, G. biloba extract significantly increased sea gene expression. This 

extract increased the expression of the target gene in the standard strain and the pathogen by 

approximately 55 and 9 fold, respectively. According to the results of this study, ginger can 

be a good candidate to fight S. aureus infections.  
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