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Abstract 
 

Replacing naturally occurring bioactive substances, such as microbial metabolites, with synthetic 

preservative compounds, and getting access to their beneficial properties, is expanding every day. 

Meanwhile, the focus of many researchers' attention has been on bacteriocins, which have multiple 

physiological functions, including antibacterial and anticancer properties. In this study, the enterocin 

production genes of Enterococcus isolates from two fermented dairy products (Motal cheese and 

Tarkhineh) were tracked using a molecular method. The kinetics of bacteriocin-like substance 

production, as well as its stability (at high temperatures, different pH levels, and under different enzyme 

influences), were investigated. The antagonistic (well diffusion method) and anticancer (with MTT 

colorimetric technique) characteristics of enterocins generated by these isolates were also investigated in 

two human cancer cell lines. The results of the PCR test showed that isolates of Enterococcus faecium 

AUT-7KB and Enterococcus faecalis KUMS-T48 contained all three studied enterocin production genes, 

and the bacteriocin-like metabolites of these strains had strong antagonistic effects on Listeria 

monocytogenes and Bacillus cereus. These metabolites had high stability at different pH and became 

ineffective under the influence of protease enzymes (trypsin and pepsin), which indicated their protein 

nature. Additionally, metabolites of the KUMS-T48 isolate showed strong cytotoxic effects on two 

cancer cell lines, AGS and HT-29. According to the findings of the current research, enterocins of the E. 

faecalis KUMS-T48 strain are suggested as a suitable candidate for further anti-tumor studies, such as in 

vivo studies, after complete investigations of safety aspects. 
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 یهاها در سويهآن یو ضدسرطان یکروبيضدم تيفعال یتن-ها و بررسی برونشناسايی انتروسين

 یسنت یريکوک جداشده از محصولات تخمانترو

  یريانتروکوکوس محصولات تخم یهاجدايهها در نيانتروس يیشناسا

 
 * 4يوسف نامی ،2و1، افشين جوادی3و2، جليل خندقی2و1، حميد ميرزائی1فائزه سالک

 

 .رانیا ز،یرتب ،یدانشگاه آزاد اسلام ز،یتبر یعلوم پزشک ،یدانشکده دامپزشک ،ییگروه بهداشت مواد غذا -1

 .رانیا ز،یتبر ،یدانشگاه آزاد اسلام ز،یواحد تبر ،یوتکنولوژیب قاتیمرکز تحق ،ییمواد غذا یوتکنولوژیگروه ب -2

 .رانی، سراب، ایواحد سراب، دانشگاه آزاد اسلام ،ییغذا عیگروه علوم و صنا -3

 ترویج و آموزش تحقیقات، سازمان کشاورزی، نولوژیبیوتک پژوهشکده غرب و غرب شمال واحد غذایی، مواد بیوتکنولوژی گروه -4

 .ایران تبریز، ،(AREEO) کشاورزی

 gmail.com2010yousefnami@ مسئول مکاتبات: سندهینو *

 (22/5/1402پذیرش مقاله:  26/2/1402)دریافت مقاله: 
 

 

 چکيده
منددی از ميکروبی با ترکيبات نگهدارنده سنتزی و بهره هایدست آمده از منابع طبيعی مانند متابوليتفعال بهجايگزينی ترکيبات زيست

ها که دارای روز در حال گسترش است. در اين ميان، باکتريوسينها روز بهها ازجمله اثرات درمانی آنخواص فراسودمند اين متابوليت

ايدن اندد. در ری از محققدين بودهفعاليت فيزيولوژيدک متعددد از جمله خواص ضددميکروبی و ضدسرطانی هستند، کانون توجه بسيا

 و روش ملکولی رديابی شدهبه)پنير موتال و ترخينه( محصول لبنی تخميری دو  انتروکوکوسهای جدايه انتروسينتوليد  هایژن مطالعه

گون بررسی شدد. های گوناهای مختلف و تحت تاثير آنزيمpHها در دمای بالا، و پايداری آن ترکيبات شبه باکتريوسينی کينتيک توليد

های توليد شده توسط انتروسين (MTTسنجی )با تکنيک رنگ و ضدسرطانی روش انتشار در چاهک()به همچنين خواص آنتاگونيستی

انتروکوکدوس دو جدايه  نشان داد که  PCRنتايج آزمون قرار گرفت. مطالعهمورد ابر روی دو رده سلولی سرطانی انسان ها اين جدايه

هدای شدبه مورد مطالعده بدوده و متابوليتتوليد انتروسين  حاوی هر سه ژن KUMS-T48 انتروکوکوس فکاليسو  AUT-7KB فاسيوم

داشدتند. ايدن  باسديلوس سدرئوسو ليسدتريا مونوسدايتوجنز هدای ها اثرات آنتاگونيستی قوی بر روی باکتریباکتريوسينی اين سويه

اثر شدند کده بی)تريپسين و پپسين( های پروتئاز تحت تاثير آنزيم ورخوردار بودند های مختلف بpHاز پايداری بالايی در ها متابوليت

رده سلولی سرطانی  روی دواثرات سايتوتوکسيک قوی  KUMS-T48های جدايه متابوليت، علاوهبهها بود. نشانگر ماهيت پروتئينی آن

AGS و  HT-29 سيانتروکوکوس فکالسويه  هایينانتروس های تحقيق حاضر،يافتهبا توجه به  .نشان داد KUMS-T48 عنوان گزينده به

 شوند.های ايمنی پيشنهاد میهای کامل جنبهپس از بررسی تنی-های درونمناسبی برای مطالعات ضدتوموری بيشتر مانند بررسی

 باکتريوسين، ضدميکروبی، ضدتوموری، انتروکوکوس کليدی:هایواژه
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 مقدمه

جامعه به استفاده از غذاهای روز افزون افراد  لیتما

 بهاتیسبب شده است که جستجو و مطالعهه ترک یعیطب

دست آمده از منهابع ( بهbioactive) فعالستیمختلف ز

و  اههانیشهده توسهگ گ دیتول یهاتیمانند متابول یعیطب

نگهدارنهده  باتیآن با ترک ینیگزیو جا هاسمیکروارگانیم

 شیافهزا ،ییحفظ سهلامت مهواد غههذا ربه منظو یسنتز

(. Chopra et al., 2015داشههته باشههد ) یریگچشههم

 نیههخهوا  فراسهودمند ا ریاز سهها یمنهدبهره نیهمچنه

مختلف مانند خهوا   یازجمله اثرات درمان هاتیمتابول

روز در حال گسهترش روز به یو ضدسرطان یضد التهاب

توجهه  لیدل نی(. به همCesa-Luna et al., 2021است )

 بههاتیترک ییو شناسهها دیبه تول ایدندر سراسر  نیمحقق

مختلف،  یهادست آمده از باکتریبه دیفعال جد ستیز

گونههه  هنیها هدیتول هاینهیگز نیتراز مهم یکیعنوان به

 ,.Divyashri et alمعطهو  شهده اسهت ) بههات،یترک

2015; Hassan et al., 2012; Mojsova et al., 2015.) 

از مواد بها  یمتنوع که گروه یسهتیفعال ز دهاییپپت

متعههههدد از جملهههه خهههوا   هکیهههولوژیزیف تیهههفعال

ضدفشهارخون، کاهش کلسترول، بهبود  ،یدانیضهداکسه

هسهتند، کهانون توجهه  یکروبیو ضههدم یمنههیا ستمیس

 ,.Moslehishad et alانههد )بوده نیاز محققهه یاریبسهه

 هههایتیمتابول کههه هانیوسههیباکتر ن،یبهه نیهه(. در ا2013

هستند  لودالتهونیک 10کمتر از  یوزن مولکولبا  ینیپروتئ

بههه  کیهنزد هایهیبر ضد سهو یکروبیضدم هتیو فعال

 یاژهیهو تیهاز اهم دهنهد،یمولهد خود نشان مه یباکتر

 هنیهه(. اMirzaei et al., 2015انههد )برخههوردار بوده

ههههای نههانومو ر در غلظهت یکروبیضهههدم هدهاییههپپت

ههههای در سلول تیو فاقههد اثههر سههم کننههدیم تیههفعال

(. Martin-Visscher et al., 2011هسهتند ) یوتیوکهاری

 ییدر صنعت نگههداری مهواد غهذا هانیوسیکاربرد باکتر

ماننههد دارا بههودن خههوا   یطیوابسههته بههه داشههتن شههرا

عامل فساد  هایو  مهاریزایهای ببهاکتری هیعل یستیآنتاگون

 (. Hammami et al., 2007) است ییمواد غذا

کههه درصههد قابههل  دهههدینشههان م قههاتیتحق جینتهها

را  نیوسهههیباکتر دیههتول تیههههها قابلاز باکتری یاتوجههه

 ,Sobrino-López and Martín-Bellosoدارنههههد )

دسههته  نیههاز ا یکههیانترکههو   یهههای(. باکتر2008

 یههایژگیداشهتن و لیهستند که به دل هاسمیکروارگانیم

از  ریوسهیناکتب دیهتول یسودمند متعهدد از جملهه توانها 

 شهوندیمحسهوب م زیهن کیهوتیپروب یههایگروه باکتر

(Araújo and Ferreira, 2013ا .)ههههایباکتر نیههه 

و  راسهپورزایغ ،یگهرم مببهت، کاتها ز منفه یهایکوکس

هسهتند کهه از  دهیچیپ ییغذا اجاتیبا احت ویهموفرمانتات

 یبوده و پراکنهدگ  دیاس کیگروه  کت یهایجمله باکتر

مختلهف،  ییاز جملهه در مهواد غهذا عتیبطگسترده در 

از فلههور  یقسههمت نیههها همچنههآب، خهها  دارنههد. آن

 لیروده پسهتانداران و انسهان را تشهک یعهیطب یکروبیم

 انیهههم نیههه(. در اHanchi et al., 2018) دهنهههدیم

 نیههاز ا یانههوام متنههوع یحههاو یریههتخم یهههافرآورده

 جودوهستند و بر اساس تحقیقات انجام شده،  هایباکتر

و  یمختلف انتروکوکهوس در محوهو ت لبنه یهاگونه

 ,Giraffaبهه اثبهات رسهیده اسهت ) یریهتخم یلبن ریغ

 یگونهه دارد وله 20از  شی(. جنس انتروکوکوس ب2003

و   ومیانتروکوکههوس فاسههو   سیانتروکوکههوس فکههال

 نیرا در بهه یفراوانهه نیشههتریب ورنسیههانتروکوکههوس د

 Ben Braiek and) دها به خود اختوها  داده انهگونه

Smaoui, 2019 .) 
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 یاست که زندگ یمسا ل نیتریاز جد یکی سرطان

بهرای  یههای متنهوع. امروزه روشکندیم دیبشر را تهد

 نیهدر ا نکههیا لیهبهه دل یدرمان سرطان وجود دارد وله

 ریهکهه غ شودیاستفاده م ییاز داروها یهای درمانروش

های سهالم ولاز سهل ییدرصد با  کنند،یعمل م یانتخاب

و در  رفتهه نیاز به یسهرطان هایلبه همراه سلو زیبدن ن

 ,.Wong et al) ابدییکاهش م زیدارو ن یضمن اثربخش

 یعهیدر دسترس بودن داروها و مواد طب نی(. بنابرا2003

اثهر  نیشهتریو ب یاثرات جانب نیمؤثر در درمان که کمتر

برخههوردار  یفراوانه تیههرا داشههته باشهد، از اهم یبخشه

ضدسهرطان، مههار رشهد  یاست. اساس عملکرد داروها

( و Kemnitzer et al., 2008ها اسهت )سهلول هیهرویب

در  کیهوتیپروب کی کت یهایباکتر کیتوتوکسیاثرات سا

 دهیبهه اثبهات رسه یسهرطان یهاهنگام مواجهه با سلول

 Lee et al., 2004; Molham et al., 2021; Tsaiاست )

et al., 2008 .)یتن-برون یهاروش نیرتمتداول از یکی 

 MTT کیهاستفاده از تکن یضدسرطان تیسنجش خاص

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromideیعبارت( اسهههت. بهههه 

 یابیهههارز یبههرا MTTماننهههد  ومیههتترازول یهههانمک

کههه توسههگ عامههل  ییهازنههده از سههلول یهاسههلول

 Haghshenas) رودیبکار مهاند رفته نیاز ب یضدسرطان

et al., 2014; Jafari-Nasab et al., 2021.) 

توسهگ  نیوسیباکتر دیتول لیمطالعه حاضر پتانس در

 یدر محوههو ت لبنهه کیهه کت یهههایباکتر یهاهیههجدا

 کیهنتیک نیمورد مطالعه قهرار گرفتهه و همچنه یریتخم

 یهاpHبا ،  یها در دماآن یداریو پا هانیانتروس دیتول

شهد.  یگونهاگون بررسه یهامیآنز ریمختلف و تحت تاث

 یو ضدسههههرطان یسهههتیونخههههوا  آنتاگ نیهمچنههه

مهورد  هاهیهجدا نیهشهده توسهگ ا دیهتول یهانیانتروس

 قرار گرفت. یابیارز

 

 هامواد و روش
  نمونه برداری -

 یهههایباکتر یهاهیههجدا یبههر رو قیههتحق نیهها

 نههیو ترخ یرانیموتال ا ریشده از پن یانتروکو  جداساز

و بها اسهتفاده از  یهها در مطالعهات قبلهآن یکه شناسها 

 یو مولکهول ییایمیوشیب یهاآزمون ک،یپیفنوت یهاروش

و رشهد  یفعال سهاز یصورت گرفته بود، انجام شد. برا

 MRS broth  (de Man کشهت گیاز محه هیسهو نیها

Rogosa Sharpe , HiMedia, India ) .اسههتفاده شههد

آورده شهده  1انتروکو  در جهدول یهاهیسو نیا ستیل

 است. 

  نيانتروس ديتول یهاحضور ژن یبررس -

 یکروبیم ونیسوسپانس هیمنظور پس از ته نیا یبرا

 گیشده در محه حیانتروکو  تلق یهاهیساعته از جدا 24

 تیهبا اسهتفاده از ک DNA، استخراج  براث MRSکشت

و مطابق دستورالعمل شهرکت سهازنده  ناژنیاستخراج س

بها  هانیکهد کننهده انتروسه یساختار یهانجام شد. ژنا

و  بهه کمهک  2جهدول یختواصا یمرهایاستفاده از پرا

در حجهم   PCRشی. آزمهادیگرد ییشناسا PCR کیتکن

 PCR تریکرولیم 5/12که شامل  یتریکرولیم 25واکنش 

Master Mix از  کیهاز ههر  تهریکرولیم یهک(، ناژنی)س

استخراج شهده و آب دو  DNA تریکرولیم یک مرها،یپرا

به حجم بود، انجام شد. آزمهون  دنیشده تا رس ریبار تقط

درجهه  94شهامل واسرشهت ) یچرخهه حرارته 35 یط

به ترتیهب ) مری(، اتوال پرایک دقیقهبه مدت  وسیسسل

بهرای  هیهثان 45به مهدت  وسیسدرجه سل 49و  52، 41
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-Entو  Ent-Enterocin  ،Ent-Bacteriocinپرایمرهای 

Cylf) ( به مهدت  وسیسدرجه سل 72و توسعه محوول

 ,PTC 200, Waltham) کلری( در ترموسههاهیههثان 60

USAانجههام و محوههو ت )PCR   5/1در ژل آگههارز 

 .شد( الکتروفورز Invitrogen, G501802درصد )

 
 انتروکو  مورد استفاده در مطالعه حاضر یهایباکتر -(1جدول )

کد 

 جدايه

 

 جدايه
باکتری  

 انتروکوک
 دسترسی کد 

محل 

 جداسازی

 

 منبع

1 AUT-1TD E. faecalis MW433773  

 

 

 پنیر موتال

 

 

 
Kouhi et al., 2021 

2 AUT-3B E. faecalis MW433823 

3 AUT-5A E. faecalis MW433824 

4 AUT-5C E. faecalis MW433828 

5 AUT-4D E. faecium MW433825 

6 AUT-3TB E. durans MW440541 

7 AUT-5TA E. faecium MW433827 

8 AUT-1D E. hirae MW433882 

9 AUT-9KE E. avium MW433881 

10 AUT-7KB E. faecium MW440511 

11 KUMS-T48 E. faecalis MW433678  

 ترخینه

 
Kiani et al., 2021a 

 

 
 

Kiani et al., 2021b 

 

12 KUMS-T20 E. durans MW433680 

31  KUMS-T29 E. hirae MW433682 

14 KUMS-T39 E. mundtii MW433679 

 
 انتروکو  یهاهیدر جدا نیانتروس دیتول یهاژن صیتشخ یبکاررفته برا یمرهایمشخوات پرا -(2جدول )

اندازه قطعه  توالی پرايمر

 باز()جفت

 منبع

Ent-Enterocin 5'-GAG ATT TAT CTC CAT AAT CT-3' 
5'-GTA CCA CTC ATA GTG GAA-3' 

 مطالعه حاضر 450

Ent-Bacteriocin 5'-ATG CTG TAG GTC CAG CTG C-3' 
5'-TTT CCA GGT CCT CCA CCA GT-3' 

 مطالعه حاضر 210

Ent-Cylf 5'-ACT CGG GGA TTG ATA GGC-3' 
5'-GCT GCT AAA GCT GCG CTT-3' 

 مطالعه حاضر 688

 

  یستياثر آنتاگون -

 تیههفعال نیههیتع یچاهههک بههرا انتشههار در روش

 ینیوسههههیشهههبه باکتر یههههاتیمتابول ییایضهههدباکتر

پهنج پهاتوژن شهاخص  یمنتخهب بهر رو یهاانتروکو 

 سر وس لوسیباس(، PTCC 1163) توژنزیمونوس ایستریل

(PTCC 1015 ،)یاکلیاشرشه (PTCC 1276 ،)لایکلبسه 

 کههایتیانتروکول اینیرسههی( و ATCC 43816) هیههپنومون

(ATCC 2715 )کههار، ابتههدا  نیهها یاسههتفاده شههد. بههرا

کشهت  MRS agar گیشاخص در سطح مح یهاپاتوژن

 وسیدرجههههه سلسهههه 37 یسههههاعت در دمهههها 24و 
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 7بهها قطههر  یهههاشههدند. سههپس چاهک یگههذارخانهگرم

از  تهریکرولیم 50شهده و  جهادیا هاتیپل نیدر ا متریلیم

 تهازه( کشهت کرومتهریم 2/0 لتهریف قیشده )از طر لتریف

انتروکو  به هر چاهک اضهافه شهد. پهس از  یاههیجدا

درجههه  37 یدر دمهها هههاتیشههبه پل کیهه ونیانکوباسهه

منهاطق عهدم رشهد در اطهرا  ههر چاههک  وس،یسلس

در نظهر  ییایهضهد باکتر تیهعنوان فعالو به یریگاندازه

دو قطهر  نیانگیگرفته شد. با توجه به قطر هاله مذکور )م

 یسهه دسهته قهو بهه یستیتاگونآن تیعمود بر هم(، فعال

تها  20 نی(، متوسگ )قطهر بهمتریلیم 20)قطر بزرگتر از 

( متهریلیم 10)قطهر کهوچکتر از  فی( و ضعمتریلیم 10

در  لیهدخ یاصهل بیهترک نیهیشد. به منظهور تع میتقس

 هاتیشده متابول یفرم خنب ت،یمتابول یکروبیاثرات ضدم

(2/7 = pHکه با آنز )10مدت شده و به ماریکاتا ز ت می 

قهرار گرفتهه بهود،  وسیدرجهه سلسه 80 یدر دما قهیدق

 Kouhi etقرار گرفتنهد ) ییایضد باکتر شاتیتحت آزما

al., 2021 .)     

  نيانتروس ديها و تولرشد انتروکوک کينتيک -

 یهاهیهرشهد جدا ممیاپته یدمها نیهیتع یبهرا ابتدا

منتخهب کهه  یههاانتروکو  یهاانتروکو ، تعداد سلول

 MRS گیدر مح وسیدرجه سلس 43و  37 یدر دو دما

broth سهاعت و در  24اند، در مهدت زمهان شهده حیتلق

هها رشهد آن یدو ساعت، شمارش و منحن یفواصل زمان

سهاعت  30مهدت  به هاهیشد. در مرحله بعد، جدارسم 

 زانیهسهاعت م 6رشد قرار گرفته و ههر  ممیاپت یدر دما

(، یوبهکریم ونیسوسپانسه یرشد )بر اساس جدب نهور

روش انتشهار در بهه ینیوسهیباکتر تیو فعال pH راتییتغ

(. Todorov & Dicks, 2006چاهههک محاسههبه شهد )

کهه  یایاز بهاکتر یکشت چمن کیطور خلاصه، ابتدا به

آن ثبت شهده  هیبر عل هازولهیا یکروبیضدماثر  نیشتریب

 Brain Heart Infusionکشهت  گیاست، در سطح محه

BHI agar میکرولیتهههر از  50. سپس مقدار انجام گرفت

ههای باکتریوسههینی بدسهت آمهده هریههک از محلههول

های ایجهاد شده گفته شده، در چاهک یزمان یهادر بازه

دقیقه  30ها به مدت روی پلیت کشت ریختهه شد. پلیت

قههرار گرفتهه و سهپس بهه مهدت   لسیوسدرجه س 4 رد

اری شدند. گذخانهساعت در دمای مناسهب رشد گرم24

از بهها ترین  یبهر اسههاس درصهد یباکتریوسین تیفعال

هها، قطر هاله عدم رشد شکل گرفتهه در اطهرا  چاهک

 وژیفیبها دو بهار سهانتر ینیوسیکترا. محلول بدیگرد انیب

 ونی( سوسپانسههقهههیدق 10 دتدور بههه مهه 3500کههردن )

و  MRS broth گیههها در محههکشههت تههازه انتروکو 

 (.Kouhi et al., 2021دست آمد )استحوال روماند  به

 هانيانتروس یداريپا یابيارز -

 یههامیو آنز pH حهرارت، ریمنظهور ته ث نیا یبرا

قهرار  یابیهمهورد ارز نیوسهیمختلف بهر عملکهرد باکتر

 تیفعال زانیم یاثر درجه حرارت رو نییتع یگرفت. برا

بهه  وسیدرجه سلس 100محلول روماند در  ن،یوسیباکتر

درجهه  37رشد  یقرار گرفت )دما قهیدق 30و  10مدت 

مشهخص شهدن  یشد(. برا هعنوان کنترل در نظر گرفتبه

رومانهد  زیهن pH راتییهدر برابر تغ نیوسیمقاومت باکتر

 میتنظه 8و  4، 2در  نیوسهیکننهده باکتر دیتول یهاهیسو

عنوان بهه 5/4 یعنهی نیوسهیباکتر دیهتول یعیطب pHشد )

پروتئاز  یهامیاثر آنز نیچنکنترل در نظر گرفته شد(. هم

با افزودن  زین هانیوسیباکتر تیبر فعال نیپسیو تر نیپپس

بهر  هامیاز آنز کیاز هر تریلیلیبر م گرمیلیم کیغلظت 

 2ههها در مههدت زمههان محلههول رومانههد انتروکو  یرو

عنوان کنتهرل بهه میشد )روماند بدون آنز یساعت بررس
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طر هالهه عهدم رشهد در نظر گرفته شد(. در هر مرحله ق

 شد.  انیتعیهین و میزان فعالیت باکتریوسینی ب

 یضدسرطان تيفعال -

و بها اسهتفاده از  یتن-بوورت برون زیآزمون ن نیا

-MTT (3-4,5-Dimethylthiazol-2سنجی رنگ کیتکن

yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) دو  یر روب

وده ( و سهرطان رAGSسرطان معده انسان ) یرده سلول

 رانیههپاسههتور ا توی( کههه از انسههتHT-29بههزرا انسههان )

 تیهپلها در شده بود، انجام شد. ابتهدا سهلول یداریخر

 DMEM در محههیگ کههشت یچاهک 96 یکشت سلول

 (Dulbecco's Modified Eagle Medium -Sigma-

Aldrich, USA ) در  یالملله نیواحد ب 100و با افزودن

 تهههریدر ل کروگهههرمیم 10 ن،یلیسههه یپنههه تهههریلیلیم

از سههرم  یحجمهه/یدرصههد حجم 10و  نیسههیاسترپتوما

 یدارا گیو محه وسیدرجه سلس 37 یگاو در دما نیجن

کشهت داده شهدند.  CO2درصد  5درصد رطوبت و  95

 یههابا سه تکرار و در پلیت  MTTدر مرحله بعد تست

 ,.Haghshenas et alای جداگانه انجهام شههد )خانه 96

 ونیاز سوسپانسه تریکرولیم 150صه، طور خلا(. به2014

به هر چاهک اضافه  cell/ml 410×1/2  با غلظت یسلول

 تههریکرولیم 50آن  یسههاعت رو 24و پههس از گذشههت 

انتروکو  منتخب اضافه و در سه بازه  یهاهیجداروماند 

شد. سپس  یخانه گذارساعت گرم 48و  24، 12  یزمان

 MTT تهریلیلیدر م گهرمیلیم 5از محلول  تریکرولیم 50

کشهت  یهاتیدر فسفات بافر، به هر چاهک اضافه و پل

 وسیدرجهه سلسه 37 یساعت در دما 4مجدداً به مدت 

قهرار گرفتنهد.  کیدر محل تار CO2درصد  5و حضور 

شههده در اثههر مجههاورت  جههادیفورمههازان  ا یبلورههها

 200بهها افههزودن  وم،یههزنههده و نمههک تترازول یهاسههلول

 25( و DMSO) دیلفوکسهههاسو لیهههمت ید تهههریکرولیم

مو ر و  1/0 نیسیسورنسون  )گل نیسیبافر گل تریکرولیم

NaCl   5/10مهو ر یهک= pHشهده از شهرکت  هیه( ته

Sigma-Aldrich  قهههیدق 20بههه هههر چاهههک و  کههایآمر 

حل شهدند. در  وسیدرجه سلس 37ها در آن ونیانکوباس

فورمههازان محلههول  یهاسههتالیجههذب نههوری کر تیههنها

 Biotek, ELx) زایهگر ا دسهتگاه خهوانش کیتوسهگ 

800, USA دیهنانومتر قرا هت گرد 570( در طول موج .

جهذب  سههیبها مقا یسهرطان یهاسلول یماندرصد زنده

گههروه کنتههرل  یدسههت آمههده بهها جههذب نههوربه ینههور

 یهاهیههجدا تیههمجههاور نشههده بهها متابول یها)سههلول

 انتروکو ( محاسبه شد.

 

 هايافته

 نيانتروس ديتول یهاحضور ژن یبررس -

حامههل عوامههل  یسههاختار یهههاژن یجسههتجو

انتروکوکوس نشان داد که بهه  یهیجدا 14در  ینیانتروس

بودند  Mو  A ،E یهاژن یحاو هیجدا 2و  7، 4 بیترت

و  AUT-7KB یهیسهو ها،یباکتر نیا نی(. از ب3)جدول

KUMS-T48 انتروکوکوس  یهامتعلق به گونه بیبه ترت
هر سهه ژن مهورد  یادار سینتروکوکوس فکالاو  ومیفاس

 ها انجام شد.آن یها بر رومطالعه بوده و ادامه آزمون
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 انتروکو  یهاهیدر جدا نیانتروس دیتول یهاژن صیتشخ یبکاررفته برا یمرهایمشخوات پرا -(3جدول )

 14 13 12 11 کنترل 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 پرايمر
Ent-Enterocin - + - - - + - - - + - + - - - 

Ent-Bacteriocin + - + + - - + - - + - + - - + 
Ent-Cylf - - - - - - - - - + - + - - - 

 

 یستياثر آنتاگون -

شههبه  یهههاتیمتابول ییایضههدباکتر تیههفعال مطالعههه

 یههاپاتوژن یمنتخب بر رو یهاانتروکو  ینیوسیباکتر

نشهان  4ل روش انتشار در چاههک در جهدوشاخص به

 تیحاصله نشانگر کمتر شدن فعال جیداده شده است. نتا

 یسهازیشهدن )خنب مهاریپس از ت هاهیجدا یستیآنتاگون

pH وجهود  نیه. بها اباشهدیکاتها ز( م میو افزودن آنهز

 یقهو یاثرات بازدارندگ هیشده هر دو جدا ماریروماند ت

و  توجنزیمونوسها ایسهتریلگرم مببهت  یهایبرضد باکتر

شههبه  بههاتینشههان دادنههد. ترک سیآنتراسهه لوسیباسهه

 یبههاکتر یبههر رو KUMS-T48 هیسههو ینیوسههیباکتر

 هیسهو ینیوسهیشهبه باکتر تیهو متابول هیپنومون لایکلبس

AUT-7KB یبه کهایتیانتروکول اینیرسهی یباکتر یبر رو 

 بودند. ریتاث

  
 

 شاخص یهاپاتوژن یرو AUT-7KBو  KUMS-T48انتروکوکوس  یهاهیجدا ینیوسیشبه باکتر یهاتیمتابول یستیخوا  آنتاگون -(4جدول )

 

 نمونه

 متر( اطراف باکتری شاخصقطر هاله عدم رشد )ميلی

 ليستريا مونوسيتوژنز

(PTCC 1163) 

 باسيلوس سرئوس

(PTCC 1015) 

  اشرشياکلی

(PTCC 1276) 

 کلبسيلا پنومونيه

(ATCC 43816) 

يرسينيا 

 انتروکوليتيکا

(ATCC 2715) 

 KUMS-T48 27/26±1 08/22±2 89/11±0 11/6±0 53/14±1د خام رومان

 KUMS-T48 09/24±1 12/18±2 07/5±0 0 04/3±0روماند تیمارشده 

 AUT-7KB 36/28±2 67/20±1 63/9±0 20/12±1 08/15±1روماند خام 

 AUT-7KB 92/22±1 65/18±1 17/4±0 46/6±06 0روماند تیمارشده 

 
 

  نيانتروس ديتول و اهانتروکوک رشد کينتيک -

 در شهده انتخهاب هیهجدا دو رشهد نمهودار یبررس

 درجهه 43 و 37 رشهد یدمها دو در و ساعت 24 مدت

 4 یریتهاخ دوره کیه از پهس کهه داد نشهان وسیسلس

 یبهرا و نمهود ادیهازد بهه شهروم هایباکتر تعداد ساعته

 هیسهو یبهرا و 16 سهاعت از پهس 48T-KUMS هیسو

KB7-AUT دیرس رشد سکون فاز هب 20 ساعت از پس 

 یدمها در یبهاکتر رشد هیجدا دو هر مورد در (.1)شکل

 درجهه 43 یدمها از بها تر و بهتهر وسیسلسه درجه 37

 نیها در هاهیجدا رشد یبعد یهاآزمون و بود وسیسلس

 شد. انجام دما

 دیهتول یهانیوسیباکتر تیفعال زانیم زین 2شکل در

 بهازه رد انتروکوکهوس منتخهب هیهجدا دو توسهگ شده

 درجهه 37 دماس در که ساعت( 6 )هر ساعت 30 یزمان



 همکارانو سالک                                                                                                                             یریانتروکوکوس محصولات تخم یهاجدایهها در نیانتروس ییشناسا

 

24 

 یهایباکتر رشد زانیم همراه به اندکرده رشد وسیسلس

 است. شده آورده هاآن رشد گیمح pH و نیانتروس مولد

 رشهد شیافهزا بها همزمان شودیم مشاهده که همانگونه

 ششهم سهاعت از و افتههی کهاهش گیمحه pH ها،هیجدا

 بهوده شیافهزا روبهه آن تیفعال و نیروسانت دیتول زانیم

 در شهده دیهتول یهانیوسیباکتر مقدار کهیآنجا  از است.

 دهیرس خود مقدار حداکبر به یتواعد رشد دوره اواخر

 سهاعت تها همچنهان هم هایباکتر رشد سکون فاز در و

 یدیهتول نیانتروسه کهه گفهت توانیم است، بوده با  30

  است. بوده هیثانو تیمتابول کی

 

 

 

 

 

 
 وسیدرجه سلس 43و  37 یدر دو دما  AUT-7KB ومیانتروکوکوس فاسو  KUMS-T48 سیانتروکوکوس فکال یهاهینمودار رشد جدا -(1) شکل
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و  pHرات ، تغییوسیدرجه سلس 37 یدر دما  AUT-7KB و انتروکوکوس فاسیوم KUMS-T48 انتروکوکوس فکالیسهای جدایهنمودار رشد  -(2شکل )

 هافعالیت باکتریوسینی آن

 

 هانيانتروس یداريپا -

 هیهههدو جدا یهانیانتروسههه تیهههفعال یبررسههه

 یههاتیانتروکوکوس نشهان داد کهه قهرار گهرفتن متابول

 یههها pH( در معههر  هههای)رومانههد باکتر ینیانتروسهه

 نیهو ا شودیآن م تیسبب کاهش فعال ییایو قل یدیاس

هودتر است، گرچه باز ههم مش 2برابر با  pH کاهش در 

(. 3لبا نمونه شاهد ندارد )شهک یدار آمار یاختلا  معن

مهورد  یهیهکهردن رومانهد دو جدا ماریحال ت نیدر هم

 نیو همچن نیو پپس نیپسیپروتئاز تر یهامیمطالعه با آنز

 10به مهدت  ینیوسیشبه باکتر یهاتیقرار گرفتن متابول

موجههب  وسیدرجههه سلسهه 100 یدر دمهها قهههیدق 30و 

نسهبت بهه نمونهه  ینیوسیباکتر تیدار فعال یکاهش معن

 (.3شاهد شد )شکل
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، B )2pH ( کنتهرل،Aمختلهف.  گیدر شرا KUMS-T48 سیانتروکوکوس فکالو   AUT-7KB ومیانتروکوکوس فاس یهاهیجدا ینیوسیباکتر تیفعال -(3)شکل

C )4pH ،D )9pH ،E ،تریپسین )F ،پپسین )G )100 دقیقه،  10مدت درجه سلسیوس بهH )100 در  اخهتلا  یداری* معندقیقه.  30مدت درجه سلسیوس به

 .دهدیرا نشان م 01/0اختلا  در سطح  یداریو ** معن 05/0سطح 

 

 یضدسرطان تيفعال -

شهبه  بهاتیترک کیتوتوکسهیاثهرات س یابیارز یبرا

انتروکوکوس مورد مطالعه، بهر  یهیجدا 14 ینیوسیباکتر

( HT-29و  AGSانسهان ) یسهرطان یدو رده سلول یرو

از  یحاک هاافتهیاستفاده شد.  MTT یسنجاز روش رنگ

انتروکوکهوس  یهیهروماند جدا داریمعن یاثرات کشندگ

در ههر  یههر دو رده سهلول یرو KUMS-T48 سیفکال

 .ساعت بود 48و  24، 12 ونیانکوباس یسه بازه زمان
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 انتروکوکوس یهاهیجدا ینیوسیشبه باکتر یهاتیمتابول ریتحت تاث HT-29و  AGSرده  یسرطان یهاسلول یماندرصد زنده -(4)شکل

 

 گيریبحث و نتيجه

های اسههید  کتیههک بها های مختلف باکتریسویه

مانند اسهید و  یکروبیههای مختلف ضد متولید متابولیت

ها توانههایی بهها یی در باکتریوسههین نینههههها و همچآنزیم

هههای میکروبههی در محوههو ت غهههذایی کنتههرل آلودگی

تهر شهدن دامنه (. وسیعRajaram et al., 2010دارنههد )

طههر  و گسهههترش  کیههاز  سههیناسههتفاده از باکتریو

سبب جلهب  گر،یاز طر  د یکیوتیب یآنت یهامقاومهت

هههههای توجههه محققههین بههه شناسههههایی باکتریوسههین

تحقیقات زیادی در مهورد  کهیطورجدیههد شده است به

 ,.Azad et alایهن مهواد طبیعی در حهال انجهام اسهت )

2021; Hassan et al., 2012; Mirdamadi & 

Tangestani, 2011.) 

شهده اسهت بهه  میتنظه ینهدیفرآ نیوسیباکتر دیتول

 یسهزا به ریآن ته ث دیهدر تول یطهیمح گیطوری که شرا

 یابیههارز نی(. بنههابراStrompfová et al., 2008دارد )

 نیوسهیباکتر دیهو تول یهای سهاختمانوجود ژن یفراوان
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انجهام  نیوسهیباکتر دیهتول ممیاپته گیبهتر است در شهرا

انتروکو  انتخاب  یهاهیرشد جدا کینتیک ی. بررسردیگ

در  ههایباکتر نینشان داد که ا یکار پژوهش نیشده در ا

نشان دادنهد  یرشد بهتر وسیسدرجه سل 37رشد  یدما

 هاهیرشد جدا گیشرا نیدر ا یبعد یهاآزمون نیو بنابرا

 صورت گرفت.  

مختلهف انتروکوکهوس از  یهاهیسو جیاساس نتا بر

چنهد ژن  ایه کیهو غهذا( حهاوی  وانیمنشا مختلف )ح

 ییایسهتریضدل تیهبودنهد کهه فعال نیانتروسه یساختمان

 ;Mirdamadi & Tangestani, 2011قوی نشان دادند )

Nunez et al., 1997نیشههتریب ،(. طبههق گزارشههات 

متعلهق بهه  نیوسهیانتروکوکهوس مولهد باکتر یهاهیجدا

 سیانتروکوکوس فکهالو  ومیانتروکوکوس فاس یهاگونه

 سیانتروکوکهوس فکهال یهاهیسهو کههیطوربه باشندیم

(Aran et al., 2015; Balla et al., 2000 و )

 ;Ahmadova et al., 2013) ومیانتروکوکههوس فاسهه

Sonsa-Ard et al., 2015دیهههتول ییتوانههها ی( دارا 

 قههاتیدر تحق یکروبیضههدم تیو خاصهه نیوسههیباکتر

حاضهر  قیهتحق یهاافتههیاند. طبق گزارش شده یمتعدد

کههه بههه  KUMS-T48و  AUT-7KB یهیههدو جدا زیههن

و  ومیانتروکوکههوس فاسهه یهامتعلههق بههه گونههه بیههترت

ودنهد، حامهل ههر سهه نهوم ژن ب سیانتروکوکوس فکهال

شهده اسهت کهه  انیهبودنهد. ب همورد مطالعه نیوسیباکتر

 توانهدیها مانتروکو  نیدر ب نیهای انتروسگسترش ژن

مهواد  افتیدر انتشار و در هایباکتر نیا ییاز توانا یناش

 (.Strompfová et al., 2008باشد ) یکیژنت

 یکروبیاکبر مطالعات بر اثهرات ضهدم یهاافتهی در

 یههایبر ضد باکتر نیسیاز جمله نا هانیوسیباکتر شتریب

 ;de Arauz et al., 2009شهده اسهت ) دیگرم مببت تاک

Motahari et al., 2017یادیعنوان مبال، مطالعات ز(. به 

ثابههت  توژنزیمونوسهه ایسههتریلههها را بههر انتروکو  ریتهه ث

 & Nascimento et al., 2010; Yerlikayaانهد )کرده

Akbulut, 2020باتیترک یستیاثرات آنتاگون نی(.  با تر 

 قیهتحق نیدر ا یانتروکوکس یهاهیجدا ینیوسیشبه باکتر

 تی. متابولدیبه ثبت رس توجنزیمونوسا ایستریلبر ضد  زین

 KUMS-T48و  AUT-7KB هیسههو ینیوسههیشههبه باکتر

 هیههعل بیههبههه ترت مببههتگههرم  یهههایعههلاوه بههر باکتر

 اینیرسههیو  هیههپنومون لایکلبسهه یگههرم منفهه یهههایباکتر

راسهتا، اثهرات  نیاثهر داشهتند. در همه زیهن کایتیانتروکول

انتروکهو  جداشهده از منهابع  یههایباکتر یکروبیضدم

 گهریدر مطالعات د یگرم منف یهایمختلف برضد باکتر

 Aguilar et al., 2011 Sami et) شودیم دهید نیمحقق

al., 2022; .) 

نتخهب انتروکهو  در م هیهدو جدا یداریپا یابیارز

شهههبه  بههاتیترک تیاز حساسهه یحهههاک قیههتحق نیهها

 نیو پپس نیپسیتر میآنز ریتحت ت ث یدیتول ینیوسیباکتر

 تیهفعال داریپروتئازهها سهبب کهاهش معنه نیهبود و ا

 بیهترک ینهیپروتئ تیماه افتهی نی. ادیگرد یکروبیضدم

 دییهرا ت  تیهمتابول نیبودن ا نیوسیو باکتر یکروبیضدم

 نیهه(. مطههابق بهها اHammami et al., 2009) کنههدیم

شههده توسههگ  دیههتول یهانیانتروسهه یداریههمطالعههه، ناپا

 گهریپروتئهاز، در د یههامیآنز ریها تحهت تهاثانتروکو 

 ,.Ahmadova et alهم گزارش شهده اسهت ) قاتیتحق

2013; Hassan et al., 2012از  یکی یحرارت یداری(. پا

است و استفاده  هانیوسیباکتر یبرا یکاربرد یهایژگیو

 یکروبیعوامههل ضههدم یهههانیگزیعنوان جاههها بهههاز آن

 نهدیکهه در فرا یهیو دارو ییدر محوو ت غهذا یسنتز

 Xi et) سازدیدارند را ممکن م ازیبه حرارت با  ن دیتول
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al., 2018مختلههف مههورد  یدر دماههها یژگههیو نیهه(. ا

مقاومهت  یحته یدر مهوارد وقرار گرفته اسهت  یابیارز

( وسیدرجهه سلسه 121اتهوکلاو ) یبه دمها هانیروسانت

 & Aran et al., 2015; Khodaiiاست ) دهیگزارش گرد

Soltani Nezhad, 2017مههورد  یهانیانتروسهه ی( ولهه

درجه  100 یخود در دما یداریحاضر، پا قیمطالعه تحق

از دسهت دادنهد. مقهاوت  یداریطور معنرا به وسیسلس

 ی)در محهدوده گیمح pH تراییبه تغ هانیانتروس یا ب

دانشمندان  گرید یهاافتهی( در مطالعه ما، مطابق با 9تا  3

توسههگ  یدیههتول نیکردنههد باکتروسهه انیههاسههت کههه ب

تها  pH 2  ازوسهیعی )انتروکو  در محدوده  یهاهیجدا

 Ahmadova et al., 2013; Khodaiiاند )( فعال بوده12

& Soltani Nezhad, 2017; Sonsa-Ard et al., 2015 .)

در  ینیوسهیباکتر بهاتیامکان اسهتفاده از ترک تیقابل نیا

 .  سازدیمختلف را فراهم م یها pHمتنوم با  ییمواد غذا

 یهههایباکتر دیههمف یتوجههه بههه عملکردههها بهها

 یارتقها یهها بهراروز به روز اسهتفاده از آن ک،یوتیپروب

 هههایماریاز ب یریشههگیسههلامت موههر  کننههدگان و پ

 نیاز جالب تهر یکی(. Gorbach, 2000) بداییم شیافزا

ضهد  تیهفعال ههایباکتر نیخوا  ا نیزتریو بحث انگ

ههها بههرخلا  یباکتر نیهههاسههت چراکههه اآن یسههرطان

 یهابهر سهلول کیتوتوکسهیاثرات سا ییایمیش یداروها

(. Śliżewska et al., 2020) دهنهدیبدن نشان نم یعیطب

شهبه  یههاتیولمتاب کیتوتوکسیمطالعه اثرات سا نیدر ا

دو رده  یانتروکو  منتخب بهر رو هیدو سو یکیوتیپروب

 AGSو  HT-29 یعنهی الیهتلیبا منشاء اپ یسرطان یسلول

از  یریشهگیبر پ نهیزم نیگرفت. اکبر مطالعات در ا مانجا

 Anاند )روده بزرا  متمرکز شده یهاسرطان در سلول

et al., 2019; Hirayama & Rafter, 2000در  نیه(. ا

 ،یسهرطان یهاسهلول ریبها سها سهیکه در مقا استیحال

به عوامهل  یکمتر تیحساس AGSو  HT-29 یهاسلول

 ,Brown & Attardi) نهدو داروهها دار کیتوتوکسهیس

و  یابیههدر ارز یبهتههر یهانهههیگز تواننههدی( لههذا م2005

ماننهههد  کیهههولوژیب یعوامهههل ضهههد سهههرطان یمعرفههه

 اشند.ب یکیوتیپروب یهایباکتر یهاتیمتابول

-AUT انتروکوکوس فاسیومدر مجموم، دو جدایه 

7KB  انتروکوکههوس فکههالیسو KUMS-T48  در کههه

تولیهد انتروسهین  ژن ههر سهه حهاویبررسی مولکهولی 

ها در های شبه باکتریوسهینی ایهن سهویه. متابولیتبودند

تنههی نیههز اثههرات بازدارنههدگی بههر رشههد -شههرایگ بههرون

و  مونوسهایتوجنزلیسهتریا های پاتوژن خووصها باکتری

از خهود نشهان دادنهد و از پایهداری  باسیلوس سهر وس

های مختلف برخوردار بودند گرچه تحهت pHبا یی در 

اثر شدند کهه نشهانگر ماهیهت های پروتئاز بیتاثیر آنزیم

همچنین، اثرات سایتوتوکسیک قهوی  ها بود.پروتئینی آن

بههر دو رده  KUMS-T48هههای جدایههه توسههگ متابولیت

( HT-29( و روده )AGSهای سههرطانی معههده )سههلول

 انسان ثبت شد.

 

 تعارض منافع

 ندارد. برای اعلام وجود گونه تعار  منافعیهیچ
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