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 چکیده 

تولید خمیرمایهکاربردهای گستردهساکارومایسس سرویزیه    مخمر  سابقه و هدف: از    ای در  اتانول زیستی دارد و  تولید  نانوایی و 

توان به تحمل در برابر غلظت  دهد، میلید اتانول را تحت تاثیر قرار میهای شاخص و مهم این سویه که کاربرد آن در صنعت توویژگی

تر و افزایش راندمان  تر، کاملهای صنعتی منجر به تخمیر سریعهای بالاتر اتانول اشاره کرد. افزایش تحمل در برابر اتانول در سویه

 شود.  تولید اتانول در صنعت می

تحت تیمار با  ی برتر با تحمل بیشترین غلظت اتانول،  در تحقیق حاضر به منظور بهبود فنوتیپ تحمل اتانول، جدایهها:  مواد و روش

یافته با  های جهشر مبنای تکامل تطبیقی و مهندسی تکاملی قرار داده شدند. جدایهبماده شیمیایی اتیدیوم برماید و اعمال گزینش  

روز خو داده شده و غربال    144اتانول در طی    %12تا غلظت    %8های رو به افزایش اتانول از غلظت  استفاده از محیط حاوی غلظت

تعیین شد. میزان تولید اتانول توسط این جدایه    سنجیها بر مبنای تقطیرمستقیم و الکللظت اتانول تولید شده توسط جدایهشدند. غ 

 سازی شد.  بهینه با متد سطح پاسخ

و مهندسی تکاملی از غلظت  های تکامل تطبیقی  اعمال آزمونزایی با اتیدیوم بروماید و همچنین  اعمال جهشجدایه طی    یافته ها:

د. در این مطالعه بهترین جدایه با قابلیت تولید بیشترین میزان خو داده شاتانول    % 12روز به غلظت    144اتانول طی    %12تا غلظت    8%

توان تولید اتانول توسط این تکامل تطبیقی،  زایی و گزینش برمبنای  های جهشنامگذاری شد. پس از اعمال روشF1 جدایه  اتانول  

گرم در لیتر و   20، سولفات آمونیوم 26شامل درصد بریکس لید همچنین با اعمال شرایط بهینه تواین جدایه شد.  %10±0.25جدایه 

  رسید. %11± 0.25به  % 10±0.25میزان تولید اتانول توسط این جدایه از  910میزان تلقیح 

تواند سویه کارآمدی برای استفاده در  از نظر میزان تولید اتانول می   F1 نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که جدایه   نتیجه گیری:

 صنعت تولید اتانول کشور جهت افزایش راندمان تولید باشد.  

 جهش زایی، مهندسی تکاملی ،  ساکارومایسس سروزیه اتانول، های کلیدی:  واژه
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Abstract 

Introduction: Saccharomyces cerevisiae yeast has wide applications in the production of baker's 

yeast and the production of bioethanol, and one of the important characteristics of this strain, 

which affects its use in the ethanol production industry, is tolerance to higher concentrations of 

ethanol. Increasing the tolerance against ethanol in industrial strains leads to faster, more complete 

fermentation and increasing the efficiency of ethanol production in the industry.  

Materials and Methods: In the current research, in order to improve the phenotype of ethanol 

tolerance, the superior isolate with the highest concentration of ethanol was treated with the 

chemical substance ethidium bromide and selection was applied based on adaptive evolution and 

evolutionary engineering. Mutant isolates were cultured using medium containing increasing 

concentrations of ethanol from 8% to 10% ethanol concentration during 144 days and screened. 

The amount of ethanol production by this isolate was optimized by the response surface method. 

Results: The isolate was acclimated to 10% ethanol concentration during 144 days from 8% 

concentration to 10% concentration of ethanol during mutagenesis with ethidium bromide as well 

as adaptive evolution and evolutionary engineering tests. In this study, the best isolate with the 

ability to produce the highest amount of ethanol was named Saccharomyces cerevisiae F1. After 

applying mutagenesis and selection methods based on adaptive evolution, the ethanol production 

capacity of this isolate was 10±0.25%. Also, by applying the optimal production conditions 

including the percentage of brix 26, sulfate ammonium 20 g/l, and Inoculation rate 109 the amount 

of ethanol production by this isolate reached from 10± 0.25% to 11± 0.25%. 

Conclusion: The results of this study showed that the strain of Saccharomyces cerevisiae ZF2 

can be an efficient strain for use in the country's ethanol production industry in terms of ethanol 

production to increase production efficiency. 

Key words: Bioethanol, Saccharomyces cerevisiae, Mutation, Evolutionary engineering 

 

 

 

 



 فصلنامه ی تازه های زیست فناوری میکروبی   

 

3 
 

 مقدمه

از سالیان دور از مخمرها برای تهیه غذاهای تخمیر شده و  

و  نوشیدنی آبجو  نان،  مانند  الکلینوشیدنیها  استفاده    های 

رنگ، قابل تجزیه و قابل  اتانول مایعی است بی  . (1)شودمی

توان از آن در صنعت به عنوان حلال و ماده  اشتعال که می

استفاده  آلی  ترکیبات  بیشتر  تولید  برای  شیمیایی  واسطه 

نمود، همچنین اتانول به دلیل داشتن عدد اکتان بالا به عنوان 

تواند به تنهایی  ترین سوخت زیستی شناخته شده که می مهم

ترین  از مهم .  (2)به عنوان سوخت و حامل اکسیژن به کار رود

های جهان کنونی، ایمنی محیط زیست و تامین انرژی  نگرانی

افزامی دلیل  به  انرژی  برای  تقاضا  آن  در  که  چرا  یش باشد 

افزایش مداوم جمعیت و کیفیت زندگی به طور چشمگیری 

های زیستی  پیدا کرده است. اتانول در مقایسه با تمام سوخت

-ترین گزینهو در دسترس، یکی از امیدوار کنندهپذیر  تجدید

بنزین و سایر    باشد که با جایگزینیای سوخت زیستی میه

تواند بخشی از انرژی مورد نیاز دنیا را  های فسیلی میسوخت

از نظر حجمی و اقتصادی اتانول زیستی یک    .(3)فراهم کند

باشد چراکه  محصول استراتژیک در حوزه زیست فناوری می

سالانه در سراسر جهان حجم حیرت انگیزی از الکل تخمیری  

بر  تولید می بالغ  این حجم  که  می   100شود  لیتر  میلیارد 

توان تولید کرد: اتانول را از دو طریق می  ،در صنعت  .(4)اشدب

صورت تخمیری میروش اول سنتزی از اتیلن و روش دوم به

چراکه  ب دارد  فسیلی  منشا  اول  روش  از  حاصل  اتانول  اشد. 

اتیلن سنتز می از  از ترکیبات اتانول  نیز  اتیلن  گردد و خود 

از نفت به آید پس تمایز  وجود میهیدروکربن گازی حاصل 

اولی  که  است  این  در  بیواتانول  با  سنتتیک  اتانول  اصلی 

میتر فسیلی  منشا  با  تجدیدناپذیر  دومی  کیبی  اما  باشد 

سه گروه   .(5)باشدترکیبی تجدیدپذیر با منشا غیرفسیلی می

ای و سلولزی از مواد اولیه زیستی برای تولید قندی، نشاسته

نیزبیواتانول عمدتا  که  مهم  گیاهی   منشا   اند  ترین،  دارند. 

ترین منابع برای تولید ترین و در دسترسترین، ارزانفراوان

نظیر کشاورزی می باشد. همچنین اتانول، ضایعات صنایعی 

از   باکتریمیکروارگانیسمبرخی  مخمرها،  نظیر  و  هایی  ها 

میقارچ بیواتانول  تولید  به  قادر  تمام    (.6) باشندها  بین  از 

مخمر  میکروارگانسیم سرویزیهها،  عنوان   به  ساکارومایسس 

 GRAS(Generally recognized as  مسمیکروارگانی  کی

safe    )بی تولید  طبقه  خطر()عموما  به  قادر  و  شده  بندی 

علت پایداری نسبتا زیاد  ترین میزان اتانول زیستی است. بهبالا

پذیری  در شرایط سخت و خشن صنعتی و همچنین انعطاف 

در سازگاری موثر برای تخمیرهای مقیاس بزرگ باعث شده  

مخمر   سرویزیهتا  از   ساکارومایسس  وسیعی  طیف  برای 

تخمیری  اتانول  تولید  جمله  از  زیستی  صنعتی  فرایندهای 

های خاص نیز باعث کاهش  برگزیده شود و تمام این ویژگی

ی تقطیر در فرایند تخمیر شده آوردن هزینه  آلودگی و پایین

اتانول   تولید  در  مخمر  این  از  استفاده  دلیل  همین  به  که 

های اصلی این  از چالش (. 7)باشدزیستی رایج و گسترده می

توان به تولید مقرون به صرفه اتانول با راندمان بالا  صنعت می

در غلظت تولیدی اتانول در طول    اشاره کرد و هرگونه افزایش 

باشد.  تخمیر از نظر کیفیت و ملاحظات اقتصادی مطلوب می 

افزایش اتانول تولیدی طی فرایند به عوامل متعددی بستگی  

داردکه چگونگی عملکرد و قدرت بقا و حفظ فیزیولوژی سلول 
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  بر(.  8)باشدمیمخمر در شرایط تخمیری از عوامل مهم آن  

اساس مطالعات مختلف صورت گرفته در مورد ترکیبات مواد 

زا،  بر رشد مخمر، درمیان عوامل تنش زامغذی و عوامل تنش

اتانول و   تولید  اصلی، مسئول کاهش  به عنوان تنش  اتانول 

می تخمیر  زیستتوقف  اهمیت  دلیل  به  که  شناسی،  باشد 

ی تحمل اتانول مطالعات زیادی  اکولوژیکی و صنعتی درباره

های مختلفی بر  اتانول از طریق روش  (.9)صورت گرفته است

گذارد که از آن جمله می فیزیولوژی سلول مخمر تاثیر می 

وان به تاثیرات مضر آن بر ساختار و عملکرد غشای سلولی  ت

های  مخمر اشاره کرد. همچنین اتانول باعث اختلال در آنزیم 

آزاد   رادیکال  تولید  و  گلیکولیتیک  مسیر  در مهم  اکسیژن 

مخمر شده و علاوه بر آن، اتانول اندوسیتوز سلول را مهار می 

پمپک فعالیت  بر  داخل ند،  غشاهای  هیدروژنی  های 

هایی مانند  گذارد و باعث مهار آنزیممیتوکندریایی تاثیر می 

می دهیدروژناز  انتقال  الکل  سیستم  بر  اتانول  تجمع  شود. 

می تاثیر  نیز  سلولی  کاهش  درون  باعث  نهایت  در  و  گذارد 

می تولیدی  اتانول  که (.  10)شودمقدار  تغییراتی  جمله  از 

توانیم به مهار متابولیسم،  کند می اتانول در مخمر ایجاد می

کاهش مصرف سوبسترا توسط مخمر، کاهش رشد، تغییر در  

ساختار غشا و افزایش نفوذپذیری اشاره کنیم که در نهایت  

می  مخمر  سلول  مرگ  به  در  منجر  اینکه  به  توجه  با  شود. 

تلاشسال اخیر  برای  های  وسیعی  مطالعات  و  زیاد  های 

شناسایی ساز و کارهای پاسخ به تنش اتانول انجام شده اما  

با این حال ساز و کار تحمل به اتانول در این مخمر به طور 

کامل شناسایی نشده، به عبارت دیگر صفت تحمل در برابر  

شبکه به  پیچیدهاتانول  واکنشی  که  است  وابسته  های  ای 

باهم دارند  ژنوم  از دلایلی که    (.11)  متقابلی در سطح  یکی 

ک  و  ساز  تعیین  شده  شود، باعث  مشکل  اتانول  تحمل  ار 

باشد به طوری که مسیرها ی پاسخ مخمر میپیچیدگی شبکه

برنامه مداوم  طور  میبه  ژنریزی  از  بسیاری  های شوند. 

به  مربوط  دارند،  نقش  اتانول  به  تحمل  در  شده  شناخته 

،  ETRI ،OARI هایاند؛ برای مثال، ژنترکیب غشای سلولی

SUR4،  FENI    وHTD2   مربوط به متابولیسم اسیدهای چرب

ژن و  غشا  و   DEPI،  FEN2  ،UME6  ،HACI  هایاشباع 

PEXI5    چرب اسیدهای  و  لیپیدها  متابولیسم  به  مربوط 

سویه    افزایش(.  12)هستند مخمرهای  در  اتانول  به  تحمل 

شود و همچنین تر منجر میتر و کاملبه تخمیر سریع صنعتی

باعث افزایش بازده تولید، کارایی و پایداری سویه حین فرایند 

ها قادر به افزایش زمان عملکرد فرایند  خواهد شد. این سویه

شوند. همچنین تر در حضور اتانول میتخمیر به مدت طولانی

برسویه داده  تحقیق  نشان  اتانول  تنش  برابر  در  مقاوم  های 

این سویه قابلیتاست که  از  به  ها  مقاومت  مانند  های دیگر 

زا از جمله فشار اسمزی و تنش اکسایشی و  سایرعوامل تنش

برخوردارند و  (.  13)حرارتی  ژنتیک  مهندسی  رویکرد  دو  از 

می  تکاملی  سویه مهندسی  بهبود  مسیر  در  توان 

بهره    ساکارومایسس سرویزیه اتانول  به  افزایش تحمل  برای 

ت رویکردها،  این  هردو  در  طور برد.  به  شده  اعمال  غییرات 

مستقیم یا غیرمستقیم از طریق تغییرات ژنتیکی اتفاق می 

از ا بالایی  سطح  درک  نیازمند  تغییرات  این  تمامی  و  فتد 

های موثر در  های مدنظر و ژنتوانمندی سلول در برابر تنش 

می  فنوتیپی  صفات  تکاملی  (.  14)باشد  این  مهندسی 

اتانول    رویکردی است جهت بهبود صفتی به  )صفت تحمل 

سرویزیه آزمایشساکارومایسس  آن  در  که  تکامل  (  های 

در شرایط دلخواه و با استفاده از اعمال فشار انتخابی    تطبیقی

می طراحی  طولانی  مدت  زمان  (.  15)  شوند به  که  هنگامی 

اندازه ی جمعیت بزرگ  تولید نسل میکروارگانیسم، کوتاه و 

آل خواهند بود؛ زیرا بسیاری  ها در شرایط ایدهباشد، آزمایش

خودی است و نسل  هبهای رخ داده در هر نسل خوداز جهش

(.  9)  یابدتطبیق یافته به سرعت در کل جمعیت تکثیر می

توان به مدت  از عوامل موثر در مهندسی تکاملی می بنابراین  

به عبارت دیگر    (. 16)زمان و میزان جمعیت اولیه اشاره کرد

باشد،  می بیشتر  شده  آزمایش  جمعیت  هرچه  گفت،  توان 

جهش وقوع  زیادتراحتمال  مفیدتر،  و  بیشتر  است.  های 

همچنین از لحاظ آماری طی آزمون های طولانی مدت امکان  



 فصلنامه ی تازه های زیست فناوری میکروبی   

 

5 
 

مطلوب فنوتیپ  میجداسازی  افزایش  بیشتر    (.17)یابدتر 

    10-10 تا  10-9ها نرخ جهش پایینی یعنی در حدود  ارگانیسم

چند    در هر نسل دارند، بنابراین در شرایط رشد، هر عاملی هر

زمینه شود،  جهش  نرخ  افزایش  باعث  که  برای    کوچک  را 

میجهش فراهم  مفید  جهشهای  با  زاییکند.  که  هایی 

رخ می شیمیایی  مواد  یا  اشعه  از  باعث  استفاده  اغلب  دهد، 

های تکاملی  ژنتیکی جمعیت اولیه در آزمایشافزایش تنوع  

رکیب مواد مغذی محیط تخمیر در فیزیولوژی    (.18)شودمی

از   و همچنین توان تحمل و تولید اتانول مخمر  سلول مخمر

مانند در    تاثیرگذاری  . عواملباشد برخوردار میاهمیت حیاتی  

گوگرد،    سدستر پتاسیم،  مثال  برای  معدنی،  مواد  بودن 

هم  بکمیار  عناص  نیتروژن،  منیزیم، برای    چنینو  اکسیژن 

سلول مرشد  بهوها  عوامل  این  است.  چشمثر  بر طور  گیری 

تأثیرگذار  اتانول  تولید  بازده  و  تنش  تحمل  مخمر،  رشد 

 تخمیر  محیطpH مهم    پارامترهای  از  دیگر  یکی (.  19)هستند

  ویژه به  ها، باکتری  ناخواسته  رشد  از  جلوگیری  برای  که  است

  کشت   هایمیکروارگانیسم  رشد  و  لاکتیک  اسید  هایباکتری

 برای  قند   بالای  غلظت   با  ملاس (.  20شود)  کنترل  باید   شده

است و به عنوان منبع کربن در    مناسب   اتانول  تولید  و  تخمیر

مخمر ساکارز    (.22و21)ابعاد صنعتی استفاده گسترده دارد

 بهآن را    و  زهیدرولی  توزکوو فر  زمونوساکارید گلوک  دورا به  

ده  اتفاس  د موردخو  کابولیتر مسیرهای مدشکل منبع کربن  

  اده در یا نیشکر مغنچ  لاسم  دهد. به دو علت اصلی قرار می

خوبی از قند  خمر بهم - 1: تولید مخمر است در اصلی  و اولیه

مد  جودمو الار  می  ستفادهس  رشد  از    تفادهاس  -2    کند؛و 

اق  از  لاسم بهدصاتنظر  است که  ی  پسابی  زیرا  است؛  صرفه 

تص  از  عملیاتی  هیچ  انجام  میدبه  شکر  فیهبدون    . یدآست 
از   شبی  آن  ههندد  ی تشکیلاجزار  دکه  ایعی  هر م  به  ملاس

این  عموما  ؛  دشومی  گفته  ه باشد،تاشد  جودرصد قند ود  43

است ساکارز  م.  قند  م  لاسترکیب  به    بوده  اوتتفبسیار  و 

  گی تبس  یهوایی و فصل  و  بآ  موقعیت  ه شکر،ی فمراحل تص

م  لاس م  دارد. کارخاج  لصوحنیشکر    از   شکر  تولید  نهانبی 

ن  آو بیریکس  داردرصد قند د 46کم   ستدنیشکر است که 

ل صوحدر مغنچ  لاسم (.  23)درصد باشد 5/79ر از  تنباید کم

چج از  شکر  تولید  که  غانبی  است    48کم  ستدارای  دندر 

بریکس  د و  قند   یک  سازی  بهینه(.  24)است  5/79رصد 

.  است بیواتانول تولید  افزایش های   راه از یکی  صنعتی محیط

  جمله   از  اجزاء  تمام  بهینه  مقادیر  حاوی  شده  بهینه  محیط

  مقادیر   حداقل   و   رشد   فاکتورهای  و  نیتروژن  و   کربن  منابع

  یک   توسط  هامتابولیت  تولید   و  رشد  برای  نیاز  مورد

پاسخ مجموعه(.  26و25)است  میکروارگانیسم ای متد سطح 

سازی فرایندهایی  باشد که در بهینههای آماری میاز تکنیک

میبه متغیرکار  از  تعدادی  توسط  موردنظر  پاسخ  که  ها  رود 

گیرد. شمای گرافیکی مدل ریاضی سبب تحت تاثیر قرار می 

ی سطح پاسخ به این متد شده است. از مزایای  تعریف واژه

می آماری  طرح  آزمایش این  تعداد  کاهش  به  اشاره  توان  ها 

چنین کلیه ضرایب مدل رگرسیون درجه دوم و اثر کرد و هم

ترین مسئله این  باشند. مهممتقابل فاکتورها قابل برآورد می

رو  تحقیق بررسی آثار اصلی و متقابل فاکتورها بود که از این

این روش    در(.  28و27)طرح آماری سطح پاسخ انتخاب شد

متغیر تعداد  قراردادن  معیار  کمینه با  و  بیشینه  حدود  ها، 

می  متغیر،  هر  برای  شده  را  تعیین  آزمایش  ماتریس  توان 

زمانی  کرد.  اینطراحی  باشد،  زیاد  متغیرها  تعداد  روش    که 

روش با  کامل  درمقایسه  فاکتوریل  مانند  پرحجمی  های 

ارجحیت دارد و در شرایط خاص ) مواردی که آزمایش تجربی  

در این   باشد.نامنظم و غیر سیستمیک است( بسیار مفید می 

های خمیرمایه و تخمیری جمع آوری مطالعه ابتدا از نمونه

با قابلیت تحمل    ساکارومایسس سروزیهشده، جدایه مخمر  

گردد و سپس با هدف  غلظت های اتانول بالاتر جداسازی می

غلظت تولید  و  تحمل  توان  این  افزایش  اتانول،  بالاتر  های 

جهش  جدایه عوامل  شبا  و  زای  بروماید(  )اتیدیوم  یمیایی 

به   تکاملی  مهندسی  و  تطبیقی  تکامل  راهبرد  همچنین 

خوغلظت بالاتر  اتانول  شود  های  می  از  داده  پس  نهایتا   .

 بررسی توان تولید اتانول توسط جدایه توسعه یافته، عوامل
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مهم تاثیرگذار در توان تولید اتانول از جمله بریکس    محیطی

های سولفات آمونیوم و میزان تلقیح با  محیط کشت، غلظت

بهینه   (RSM)  طراحی آزمایش سطح پاسخ  استفاده از روش

 خواهد شد و تولید اتانول با راندمان بالا ایجاد خواهد گردد. 

 

 

 ها مواد و روش

 های کشت و شرایط کشت مخمرها محیط

سلول   مخمرجداسازی  غلظت  های  به  تحمل  بالاتر  با  های 

در کشور  از خمیرمایه  اتانول موجود  مختلف  عنوان  های  به 

ی والد در  سویهانجام شد.  ی والدی  هاسویهجمعیت اولیه و  

کشت  YPD   (Yeast extract Peptone  مایع  محیط 

Dextroseحاوی داده  اتانول    % 8  (  حجم( کشت  در  )حجم 

در شیکر  گراد  درجه سانتی  30در    ساعت   48مدت    ند و بهشد

گرم در لیتر    20این محیط حاوی  .  گذاری شد گرماانکوباتور  

گرم در   10گرم در لیتر پپتون )مرک( و    20)مرک(،    گلوکز

باشد. برای ساخت محیط جامد،  )مرک( می  لیتر عصاره مخمر

و    2 شد  افزوده  مواد  سایر  به  )مرک(  آگار  وزنی  درصد 

گراد و به مدت  درجه سانتی  121ها در دمای  درنهایت، محیط

ساعت رشد    48پس از    دقیقه در اتوکلاو استریل شدند.  15

میکرولیتر   100اتانول،    %8حاوی    YPD  مایع  محیط کشت در  

 YPDA (Yeast extract کشتهای از محیط بر روی محیط

Peptone Dextrose Agar  )  اتانول منتقل و کشت    %8حاوی

 گراددرجه سانتی 30در ساعت در  24داده شدند و به مدت 

کلنی شدند.  سنجش گرماگذاری  برای  شده  تشکیل  های 

زایی توانایی تولید اتانول در ابتدا و سپس برای اعمال جهش

 برداشت شدند. 

 د یبروما  وم یدیاتزایی با  جهش

منظور     این  مایع    2×810به  از محیط کشت  ،  YPDسلول 

تهیه و سپس سوسپانسیون سلولی در بافر فسفات سدیم با  

دار تهیه شد  در یک لوله درپیچ  pH  2/7مولار و    1/0غلظت  

گراد با  درجه سانتی  30ساعت روی شیکر در    1و به مدت  

گرم بر لیتر اتیدیوم میکرو  500در مجاورت    rpm  110دور  

ژنتیکی  )سیگما(   بروماید  تنوع  ایجاد  شد.    جهت  داده  قرار 

  و   نشین شدندسانتریفیوژ و ته  rpm  3000ها در دور  سلول

بافر فسفات  با  سوسپانسیون سلولی    شست و شویواکنش با  

میکرولیتر از سوسپانسیون تهیه شده    100سدیم متوقف شد.  

اتانول   )حجم در حجم(  %8حاوی    YPD  مایع  محیط کشت  به

مدت  منتقل   به  سانتی  30در    ساعت   48و  در  گراد  درجه 

 (.  29و 11شد)گذاری گرماشیکر انکوباتور 

 های تکامل تطبیقیآزمایش

آزمایش    برای  ملاس  محیط کشت  از  آزمایش  این  های  در 

عنوان تنش فیزیولوژیک در تکامل تطبیقی و از الکل اتانول به

  )سیگما(   گرم بر لیتر اتیدیوم بروماید میکرو  5  غلظت مجاورت  

ژنتیکی   تنوع  ایجاد  ایجاد جهش تصادفی و  به عنوان عامل 

چغندر  استفاده شد. محیط کشت ملاس با رقیق کردن ملاس  

تهیه شد. پس از تهیه رقت،    18در آب مقطر تا بریکس    قند

های جامد، محیط کشت آماده شده  منظور حذف ناخالصیبه

-درجه سانتی  4دقیقه و در دمای    25مدت  به  rpm5000 در  

گرم در لیتر سولفات    2راد سانتریفیوژ شد. پس از افزودن  گ

  5/4pHآمونیوم، محیط کشت با افزودن اسید سولفوریک در  

گراد به درجه سانتی 121تنظیم شد. محیط کشت در دمای 

شد  10مدت   اتوکلاو  تطب(.  30)دقیقه    80طیی  قیتکامل 

  24ها و هر مرحله به مدت زمان  کشت جدایه  مرحله متوالی
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  . شد   انجام خواهدچاهک    96هایی با  در میکروپلیت  ساعت،

هر در  عبارتی  از   به  حاصل  جمعیتی  های جدایهچاهک 

الکل    یافتهجهش و غلظت غیرکشنده ماده  در شرایط تنش 

تدریج  زای اتیدیوم بروماید قرارگرفت و غلظت اتانول بهجهش

کشت افزایش  درطول  متوالی  این .  یافتخواهد  های  در 

ها و افزایش کدورت محیط سلولرشد  مثبت بودن  تحقیق،  

پارامتر انتخابی برای انتخاب و عنوان  بهکشت در هر مرحله،  

بالاتریهانتقال جدا با تحمل  قرار   به مرحله بعد  های  مدنظر 

در  . جمعیت مخمریگیردمی مکرر  رشد  اتیدیوم    با  حضور 

غلظت بالای تنش الکل با آن خو گرفته و سازگار    بروماید و

شده که در نهایت به تکثیر جمعیت برتر در این شرایط منجر  

های بالاتر اتانول انتقال  به غلظتیافته  های تکامل شد و سویه

های اولیه در جداسازی جدایهباتوجه به   (.31)شوندداده می

های تکامل تطبیقی از  ، برای شروع آزمایش%8اتانول  غلظت

اولیه   درصد )حجم در    %12)حجم در حجم( تا    %8غلظت 

اتانول در هر افزایش    0.5، به صورت افزایش %حجم( اتانول

پاساژ در هر غلظت جهت اعمال تطابق کارآمدتر،    10غلظت و  

به که  شد  به  استفاده  کردن  استریل  بدون  و  مستقیم  طور 

محیط کشت اضافه شد. سپس هر میکروپلیت با فویل غشایی  

از تبخیر  تا  پوشیده شد  الکل جلوگیری شود.   کاملا محکم 

  rpm70 گراد و دور  درجه سانتی  30ها در دمای  میکروپلیت

-گرماگذاری شدند. برای جلوگیری از تبخیر محیط از بیرونی

ردیف نشدترین  استفاده  میکروپلیت  رشد  16و  11)های   .)

گیری میزان اندازه  از طریقها  خوگیری سویهمثبت با توجه به  

بار با استفاده از دستگاه  ساعت یک  24هر    600ODکدورت در  

(Bio tech, USA )    صورت و    شودمیخوانش در  دور  هر 

-به  افزایش کدورت به مرحله بعدی پاساژ داده خواهد شد.

یافته،    های سلول تکاملمنظور نگهداری و حفظ تمامی رده

تکرار کشت،   از هربار  به میلی  2/0قبل  قبلی  از کشت  لیتر 

درصد در محیط کشت   40لیتر از محلول گلیسرول  میلی  2/0

YPD    گراد ذخیرهدرجه سانتی  -80تازه، اضافه و در دمای-

ی نرخ ازی صورت گرفت . از تابع رشد نمایی برای محاسبهس

  600ODویژه رشد برای هر نمونه استفاده گردید. مقادیر اولیه  

چاهک همه  برای  قرار یکسان  استفاده  مورد  و  محاسبه  ها 

محاسبه  زیر  رابطه  از  استفاده  با  رشد  ویژه  نرخ  گرفت. 

 (. 32)شد

µ = (lnX2 – lnX1) / (t1-t2) 

های حاصل از بررسی توان تولید اتانول توسط جدایه

 تکامل تطبیقی

اتانول   %12مخمر حاصل از تطابق در محیط غلظت    جدایه 

کشت    -  )حجمی محیط  به    % 12حاوی    YPDAحجمی(، 

  30در    ساعت  24شت داده شد و به مدت  اتانول منتقل و ک

سانتی گرماگدرجه  کلنیگراد  شد.  شده  ذاری  تشکیل  های 

اتانول تولید  توان  سنجش  محیط میلی  200به    برای  لیتر 

بریکس   با  لیتر سولفات   2حاوی    22کشت ملاس  در  گرم 

   5/4pHآمونیوم، محیط کشت با افزودن اسید سولفوریک در  

 دقیقه در  دور  200  و  گرادسانتی   درجه  29  دمای  درمنتقل و  

از  شوند.  می  اریذساعت گرماگ  24  مدتبه ساعت    24پس 

محیط جهت تولید   توده سلولی،رشد هوازی و افزایش زیست

بی میاتانول  و  هوازی   گرادسانتی  درجه  29  دمای  درشود 

گرماگ  24  مدتبه بهمی  اریذساعت  ایجاد  شوند.  منظور 

بی نازلهواشرایط  درپوش  از  اتانول  تولید  جهت  و زی  دار 

داخل   به  اکسیژن  ورود  از  جلوگیری  جهت  هوا  قفل  دارای 

می استفاده  جدایه   شود.محفظه  توسط  اتانول  تولید  میزان 

والدی   های  جدایه  تولید  میزان  بالاترین  با  مقایسه  خاصی 

شد. مخمر،    خواهد  جدایه  فنوتیپی  شناسایی  جهت 

ریختآزمون  به  های  میکروسکوپی  و  ماکروسکوپی  شناسی 

ها  . کلنیمی شودهای بیوشیمیایی افتراقی انجام  همراه تست

محیط روی  از کشت  دمای   آگار YPD پس  درجه    30در 

مدت  سانتی به  ویژگی  48گراد  نظر  از  ظاهری ساعت  های 

و به صورت میکروسکوپی )رنگ، سطح، حاشیه و برجستگی(  

توانایی  .  گیرندمی مورد بررسی قرار   تخمیر قندها  همچنین 
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بررسی  گالاکتوز  و  لاکتوز  ساکاروز،  مالتوز،  گلوکز،  شامل 

 (.  34و 33)خواهد شد

الکل    تولید  ارزیابی و  مستقیم  تقطیر  روش  با  اتانول 

 سنجی نمونه 

محتویات کل    هوازی،کشت بی  ساعت  48پس از اتمام فرایند    

لیتری تخلیه گردید  میلی  500  تقطیرمحیط کشت درون بالن  

ای، اتانول تولید شده از  و با استفاده از سیستم تقطیر شیشه

میلی لیتر از    100محیط ملاس استخراج گردید. در نهایت  

از تقطیر به اندازهمایع حاصل  اتانول در منظور  گیری درصد 

سنج آنالوگ  یک استوانه مدرج ریخته شد و با استفاده از الکل

 . درصد اتانول سنجش شد

 طراحی آزمایش به روش سطح پاسخ 

برای    سطح پاسخ  های متداول طراحی آزمون، روشروشاز    

 سطح پاسخروش    شود.های تجربی استفاده میساخت مدل

-های آماری و ریاضیات کاربردی می ای از تکنیکمجموعه

طرحب گونه  این  در  هدف  بهینهاشد.  )متغیر ها  پاسخ  سازی 

-خروجی( است که متاثر از چندین متغیر مستقل ورودی می 

بهینه  پاسخ  سطح  روشباشد.   کاهش  برای  در  سازی طرح، 

عددی مرتبط با  های  نظمیقیمت و بی های گرانهزینه روش

داردآن کاربرد  غلظت    (.35)ها  بریکس،  میزان  متغیرهای 

تخمیر،   محیط  به  سویه  تلقیح  میزان  و  آمونیوم  سولفات 

آورده شده اند    1  جدول پارامترهای وروردی هستند که در   

شوند. پس از وارد  و در سه سطح وارد معادله سطح پاسخ می

نرم اطلاعات،  این  برای   15افزار  نمودن  را  مختلف  آزمایش 

آزمایش آنانجام  نمود که همه  پیشنهاد    2جدول  ها در  ها 

آورده شده است. عموما معادله سطح پاسخ، مدل درجه دوم  

براساس  الکل  تولید  مقدار  است.  آن  کاهیده  فرم  یا  کامل 

از نرم جهت    Minitab 19افزار  مقادیر واقعی محاسبه شد. 

تجزیه و تحلیل اطلاعات و رسم نمودارهای مربوط به روش  

         سطح پاسخ استفاده شد. 

            

عوامل اصلی )بریکس محیط، سولفات آمونیوم، میزان تلقیح(   . 1جدول 

 ها و سطوح آن

 بیشینه  کمینه  عامل

)%(  بریکس محیط  18 26 

 10 30 (g/L)سولفات آمونیوم 

 (CELL/ML)میزان تلقیح 

 

   107 109 

 

های متعامد برای سطوح مختلف عوامل اصلی بریکس  آرایه . 2جدول 

 محیط، سولفات آمونیوم و میزان تلقیح 

بریکس  شماره آزمایش 

 محیط 

سولفات  

 آمونیوم 

میزان 

 تلقیح

1 22 30 107 

2 22 10 109 

3 22 20 108 

4 26 20 107 

5 26 10 108 

6 22 20 108 

7 22 10 107 

8 18 10 108 

9 18 20 109 

10 26 20 109 

11 18 20 107 
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12 18 30 108 

13 26 30 108 

14 22 30 109 

15 22 20 108 

 

 نتایج 

توان تحمل غلظتجداسازی جدایه با  بالاتر های  های 

 اتانول 

خمیرمایهسلول   مخمر  های های  نمونه  و  مختلف  های 

درصد )حجم    8تخمیری موجود در کشور تحت تنش ثابت  

قرار گرفتند و    YPDدر حجم( اتانول در محیط کشت مایع  

گراد، کشت  درجه سانتی  30ساعت رشد در دمای    48پس از  

های مخمری انجام شد و مجددا سلول  YPDAبر روی محیط  

ساعت،    24درصد اتانول قرار گرفتند. پس از    8تحت تنش  

جدایه حاصل از غربال گری اولیه، تحت عنوان  3کلنی های 

زایی و های والدی جهت اعمال جهشجمعیت اولیه و سویه

شد.آزمایش گرفته  بهره  تطبیقی  تکامل  های    های  جدایه 

 درصد را  7±0.5حاصل قابلیت تولید اتانول به طور میانگین  

در ابتدا و قبل از جهش زایی و اعمال مهندسی تکاملی نشان  

 دادند. 

 زایی و مهندسی تکاملی نتایج جهش

  میزان رشد جدایه   های تکامل تطبیقیقبل از شروع آزمایش  

دارای   YPDدر محیط کشت    ساکارومایسس سرویزیهی  ها

پس از تیمار  ها    اتانول تحت ارزیابی قرار گرفت. این جدایه  8%

جهش اعمال  و  بروماید  اتیدیوم  شیمیایی  ماده  در  با  زایی، 

درصد )حجم    12تا    8های مختلفی از اتانول از  معرض غلظت

-در حجم( قرار گرفت و نرخ رشد سویه در هر یک از غلظت

های حاصل  های یاد شده تعیین گردید. در این مطالعه، کلنی

ی والدی ابتدا در محیط از جهش با اتیدیوم بروماید و سویه

کشت داده شدند و جمعیت حاصل کشت هر    YPDکشت  

از آن اولیه نامیده شد، طی  یک  روز در  144ها که جمعیت 

اتانول آزمایش تنش  شرایط  در  تطبیقی  تکامل  های 

مشابه  قرارگرفتند. راستای  در  در  صنعتی  شرایط  با  سازی 

های برتر از لحاظ مقاومت به اتانول، از  جهت انتخاب جدایه

های تکامل تطبیقی استفاده  محیط کشت ملاس در آزمایش

شد  شد. معیارمان برای گزینش جدایه برتر، توان تکثیر و ر

کشت پیطی  این  های  بود.  اتانول  تنش  شرایط  در  درپی 

تنش  جمعیت کلی  دوحالت  در  ملاس  کشت  محیط  در  ها 

که از صورتیافزایشی و ثابت در معرض اتانول قرارگرفتند؛ به

اتانول    %5/0  درصد در تنش افزایشی با نرخ افزایش  12تا    8

  10روز و    24الی    20و در هر پله تحت تنش ثابت به مدت  

سازگار شدند. در شکل  پاساژ در هر پله قرار گرفته    12الی  

آزمایش1 شماتیک  طرح  این  ،  است.  شده  آورده  فوق  های 

افزایشی فرایند  انجام شد که در رویکرد  آزمایش به طوری 

اتانول   بالاتر  غلظت  حاوی  تازه  محیط  یک  به  سویه  انتقال 

در رشد  نرخ  که  گرفت  صورت  برای    زمانی  قبلی  غلظت 

دوره    20چندین نسل ثابت باقی مانده بود. پس از بیش از  

روز صورت گرفته بود، در رویکردی تنش    160کشت که طی  

انتخابی   قرار گرفتن تحت فشار  ثابت در معرض  افزایشی و 

شد در  های سلولی آزمایش شده قادر به راتانول برخی از رده

درصد )حجم در حجم( اتانول بودند؛ درحالی که    %12غلظت  

این غلظت نبودند.  ی والد قادر به رشد در سویه
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 و تکامل تطبیقی  زاییجهش طرح شماتیک  .1شکل 

آزمایشبه مثبت در تدریج درطول  رشد  تطبیقی  تکامل  های 

بعد   مرحله  به  ترتیب  بدین  و  شد  مشاهده  تکرارها  از  برخی 

تنش افزایشی ارتقاء یافتند. در برخی از تکرارها نیز در مراحلی 

این کشت ها   در  و کاهش رشد  رشد مثبت مشاهده نگردید 

نشان دهنده عدم تطابق با فشار تنشی اعمال شده و در نتیجه 

آن حذف  از  به  پس  بنابراین  شد.  تکامل  مراحل  ادامه  از  ها 

اتانول، از  دوره کشت متوالی در شرایط تنش انتخابی    چندین

جدایه با  بین  یافته  تطابق  حجم(    12های  در  )حجم  درصد 

تحمل و رشد در بالاترین غلظت    با قابلیتجدایه    یکاتانول،  

که این جدایه دارای حداکثر ،  رد ارتقا پیدا ک %12اتانول یعنی 

های منتخب پس از آزمایش تکامل  رشد مثبت به عنوان جدایه

جدایه عنوان  تحت  جدایه  این  شد.  انتخاب    F1   تطبیقی 

گردید. روی    نامگذاری  کشت  از  پس  بررسی  مورد  جدایه 

هایی با رنگ کرم تا سفید، سطح صاف  آگار، کلنی YPD محیط

شده  های شناختههای مشخص ایجاد کرد که با ویژگیو حاشیه

مشاهده    هیسروز  سسیساکاروما داشت.  همخوانی 

سلول  ومیکروسکوپی  بیضوی  شکل  زنی ها  جوانه  حال   در 

ریخت بیانگر  که  داد  نشان  را  این  مشخص  شناسی کلاسیک 

است داد    هایآزمون   3در جدول  (.  33)گونه  نشان  تخمیری 

جدایه قادر به مصرف گلوکز، مالتوز، ساکاروز و گالاکتوز بوده  

با   کاملاً  متابولیکی  الگوی  این  نکرد؛  تخمیر  را  لاکتوز  اما 

(.  34)ابقت داردمط  هیسروز  سس یساکاروما  مشخصات فنوتیپی

کند که جدایه مورد نظر از نظر  نتایج فوق در مجموع تأیید می

با برای    هیسروز  سسیساکاروما   فنوتیپی  و  دارد  کامل  تطابق 

بهینه و  زیستی  مهندسی  بعدی  اتانول  مطالعات  تولید  سازی 

 . قابل اعتماد است
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های فنوتیپی و بیوشیمیایی جدایه  نتایج آزمون .3جدول 

ساکارومایسس سروزیه مخمر    

 

ویژگی/تست  نوع آزمون 

شده انجام  

نتیجه 

مشاهده

 شده

 تفسیر

مشاهده 

ماکروسکوپی 

 کلنی 

رنگ کرم تا  

سفید، سطح  

های  صاف، لبه

کامل و  

 برجسته 

ویژگی تیپیک   مثبت

ساکارومایسس  

 سروزیه 

مشاهده 

 میکروسکوپی

های  سلول

  10-5بیضوی )

در  میکرومتر( 

 حال جوانه زنی 

شناسی  ریخت مثبت

شاخص  

 مخمرها 

حاوی   محیط تولید گاز از گلوکز 

با لوله    گلوکز

 دورهام 

مثبت 

)تشکیل 

حباب  

 گاز( 

توانایی تخمیر  

 گلوکز 

محیط حاوی   تخمیر گلوکز 

 گلوکز 

مثبت 

)اسیدی  

شدن  

 محیط( 

قابلیت مصرف  

 گلوکز 

محیط حاوی   تخمیر مالتوز

 مالتوز 

ویژگی خاص   مثبت

ساکارومایسس  

 سروزیه 

محیط حاوی   تخمیر ساکاروز

 ساکاروز 

تایید هویت   مثبت

  ایگونه

ساکارومایسس  

 سروزیه 

محیط حاوی   تخمیر لاکتوز 

 لاکتوز 

عدم توانایی   منفی

 مصرف لاکتوز 

محیط حاوی   تخمیر گالاکتوز 

 گالاکتوز 

توانایی مصرف   مثبت

 گالاکتوز 

 

 

 ی منتخب میزان تولید اتانول توسط جدایه

میزان   بر  الکل  به  تحمل  افزایش  تاثیر  کردن  مشخص  برای 

،  F1های تکامل یافته منتخب، جدایه  اتانول تولیدی در جدایه

آن توسط  اتانول  تولید  افزایش  هر  بر  اتانول  تولید  میزان  ها، 

ی تکامل یافته مشخص گردید به صورت مستقیم با روش  جدایه

تقطیر و اندازه گیری درصد اتانول با الکل سنج انجام گردید که  

نشان داده شده است. درجهت بررسی اثرات جهش   2در شکل  

جدایه اتانول  تولید  میزان  میانی  بر  والدین  تولید  میزان  ها، 

های تکامل  های قبل از آزمایشی منتخب )جهش یافتهجدایه

آزمون گرفتند.  قرار  بررسی  مورد  نیز  نشانتطبیقی(  نیز  -ها 

به  دهنده نسبت  میانی  والدین  اتانول  تولید  میزان  افزایش  ی 

 باشد. ی  اولیه میسویه

 

 

 

 

 

 

 ای   شهیش ریتقط ستمیشده با س د یاتانول تول ریتقط .2شکل 
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 یافته ها 

تکامل یافته   نشان داد که مقدار تولید اتانول برای جدایهنتایج  

منتخب افزایش یافته است به طوری که بیشترین میزان تولید 

 اتانول توسط سویه والد که قبل از انجام آزمون تکامل تطبیقی 

و   جهش  بروماید  اتیدیوم  برابرF1 جدایه  با  به  با    منتخب 

)حجم در حجم( اتانول تکامل یافت. بنابراین طبق     25/0±10%

نتایج   مهندسی  ماین  راهبردهای  اعمال  با  اتانول  تولید  قدار 

افزایش یافت.    %20تکاملی و فشار تنشی اتانول در این جدایه  

باشد  دهنده افزایش تحمل مخمر به اتانول میها نشاناین داده

ی منتخب گردیده  که منجر به افزایش تولید اتانول در جدایه

 ت.اس

 نتایج بهینه سازی تولید اتانول به روش پاسخ سطح

  دو  بین  تعامل   پاسخ،   سطح  بعدی   سه  نمودار  از  استفاده   با   

 در.  است  درک  قابل  راحتی  به  هاآن  بهینه  سطوح  و  متغیر  عامل

 اتانول   غلظت  بر  سولفات آمونیوم  و  بریکس محیط  اثر  ،3  شکل

  %(v/v  ) داده   نشان  در سطح صفر در نظر گرفتن متغیر دیگر  با  

 و    26بریکس %  محدوده   در  اتانول  غلظت  است. حداکثر  شده

g/L30  مشاهده آمونیوم    متقابل   اثر  ،4شکل  .شد  سولفات 

در سطح    با   اتانول  غلظت  بر  را  میزان تلقیح  و  بریکس محیط

  در که همانطور . دهدمی نشان صفر در نظر گرفتن متغیر دیگر

 افزایش  تحت اتانول بهینه غلظت است، شده داده نشان نمودار

  و   26به %  نزدیک  آزمایش،  محدوده   مرکزی  مقدار  از  بریکس

cell/ml  910  تلقیح   متقابل  اثر  ، 5شکل  . شد  مشاهده   میزان 

در سطح    با   اتانول  غلظت  بر  آمونیوم با میزان تلقیح را   سولفات

  در که همانطور . دهدمی نشان صفر در نظر گرفتن متغیر دیگر

  در محدوده  اتانول  بهینه  غلظت  است،  شده  داده  نشان  نمودار

g/L 30  سولفات آمونیوم وcell/ml 910 مشاهده میزان تلقیح  

شرایط بهینه آزمایش تایید در سه تکرار صورت  برای تایید    .شد

های تجربی،  ها جهت بررسی رگرسیون دادهگرفت. با آنالیز داده

  R-Squared (Pred)و    R-Squared  ،R-Squared (adj)مقادیر  

مقدار   بودند.  رگرسیون  برای  قبولی  قابل    981/0تاییدکننده 

درصد    1/98نشان دهنده این است که بیش از    R-sqپارامتر  

های تجربی با مدل پیشنهادی قابل توصیف هستند و تنها  داده

   .ها وجود داردبینی دادهدرصد خطا در پیش 2حدود 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 الف(

(ب  
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 رهایمتغ ری( با سا v/v%بر غلظت اتانول )   سولفات آمونیوم و  بریکس محیطاثر  ،کانتورب( سطح پاسخ و  الف(  ی نمودارها .3شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   رهایمتغ ری ( با ساv/v%بر غلظت اتانول ) میزان تلقیح و بریکس محیطاثر   ، کانتورب(سطح پاسخ و   الف(  ی نمودارها .4شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 الف(

(ب  

(ب  

 الف(
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 رهایمتغ  ری ( با ساv/v%بر غلظت اتانول )  سولفات آمونیوم و میزان تلقیحاثر  ،کانتورب( سطح پاسخ و  الف(  ینمودارها .5شکل 

  به  مدل  بهینه،  محدوده  و  شرایط  انتخاب  برای  6شکل  مطابق  

نیز  طور از  تحلیل  و  تجزیه  مورد  جداگانه   گزارش   قرارگرفت. 

  هدف   عنوان  به  اتانول  حداکثر  با  نیاز  مورد  معیارهای  اعتبارسنجی،

  افزار نرم  توسط  خودکار  طوربه  ها نیزحل  راه  انتخاب.  شدند  انتخاب

با    اتانول  بازده   حداکثر   به  دستیابی  نهایی   هدف   . شدند   بازیابی

  یکی   منبع کربن  باشد زیرامی  بهینه کردن عوامل محدودکننده 

  %25بریکس  بنابراین .است تخمیر برای پرهزینه غذایی  منابع از

 g/L  21  محدوده  در  سولفات آمونیوم  سطوح  .شد  انتخاب  ملاس

 .  شد انتخاب cell/ml 710 ×86و میزان تلقیح نیز در محدوده 

  حد   و  %10پایین    حد.  است  10%  بالای  اتانول  هدف، تولید 

  شده  بینیپیش  پاسخ  حداکثر .باشد می ( v/v) %9/11 بالایی

  مکرری  هایآزمایش  چنینهم  .بود  (v/v)  %08/11  مدل  از

  حاصل   نتیجه  .صورت گرفت  شده بینیپیش  بهینه  تأیید   جهت

  % 11  میانگین.  بود  منطبق  شدهبینیپیش  مقدار  با  تکرار  سه  از

(v/v) غیربهینه، محیط  با مقایسه در . شد  ثابت مدل  که  بود 

  شرایط  تحت  اتانول  نهایی  بازده  در  افزایش   %10  به  نزدیک

      .شد مشاهده  آماری بهینه

 پاسخ  بینی بهینه حالت و بیشترین درصد اتانول تولید شده توسط متد سطحپیش .6شکل 

 گیری بحث و نتیجه

اتانول جهانی  تقاضای  رشد  افزایش  به  پاندمی  باتوجه  زیستی، 

در سراسر جهان و نیاز به تولید هرچه بیشتر   COVID-19اخیر  

های اخیر، در زمان حاضر نیاز به حجم زیادی از اتانول در سال

داراتانول وجود  هر (36د)زیستی  در  که  معناست  بدان  این   .

وری  مرحله از تولید این محصول زیستی بهبود عملکرد و بهره

می ضروری  مهندسی  بسیار  با  شرایط  این  از  بسیاری  باشد. 
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میمیکروارگانیسم شدن  برطرف  قابل  طراحی ها  با  که  باشد 

ی مسیرهای متابولیسمی منجر به افزایش سطح عملکرد  دوباره

بهره مقیاس وری میو  اولیه موردنیاز در  مواد  درنهایت،  شود؛ 

هزینهکارخانه و  سرمایه  میزان  و  تولیدکننده  تولید  های  های 

-منظور تولید کارآمد و مقرون بهبه(.  38و    37)دیابکاهش می

اینص از  است؛  تخمیر سریع لازم  اتانول،  رو، سویه مخمر رفه 

برگزیده شده باید دارای سرعت رشد خوب و میزان تولید اتانول  

باشد اتانول  بالای  غلظت  که  (.  39)در  متعدی  مطالعات  طی 

هایی که با استفاده از مواد  تاکنون صورت گرفته است، جهش

خودی  های خودبهدهد یا جهشها رخ میزا در ژنوم سویهجهش

اتانول   تنش  با  تکاملی جمعیت مخمری  انطباق  طریق  از  که 

شود که میزان رشد مخمر در تنش شوند باعث میسازگار می

گیرد که مخمر افزایش یابد. در واقع جهش هنگامی صورت می

گیرد و با  در غلظت کشنده یا مهارکننده رشد اتانول قرار می

این غلظت   را در حدود  بقای خود  از جهش،  تغییرات حاصل 

به با سویهطور چشمالکل  بهبود گیری در مقایسه  های والدی 

بالای  .  (41و    40د)ده می غلظت  در  مخمرها  رشد  بنابراین، 

های تکامل  عنوان پارامتر انتخاب مناسبی برای آزمایشاتانول به

اتانول می برای صفت تحمل  برای بررسی (.  15)باشدتطبیقی 

سنجش   ول، ازانتأثیر افزایش تحمل به الکل بر افزایش تولید ات

اتانول توسط جدایه مذکور استفاده شد یج  ا. نتمستقیم تولید 

ها نسبت به اتانول بهبود یافته و هن دادند تحمل این سویانش

 ییهنسبت به سوهمچنین توان تولید اتانول توسط این جدایه 

ن در ایرا  خود    رشد  علاوه بر اینکه  و  افزایش یافته است  والد

نسبت نیز  شرایط ادامه دادند؛ درنهایت، میزان اتانول بیشتری  

( با 2008و همکاران )  Dinh  .کردند  تولید  ی والدیویهبه س

روش ناپیوسته و با استفاده از راهبرد مهندسی تکاملی، تحمل  

سویه از  یکی  اتانول  سرویزیههای  به  هاپلوئید    ساکارومایسس 

طی  (.  26)درصد ارتقا دادند  10درصد به    8آزمایشگاهی را از  

دیگری   سال    Stanleyمطالعه  در  همکاران  از    2010و  پس 

سویه سرویزیهی  جهش  اتیل   W303-1A  ساکارومایسس  با 

یافته  های جهشمتان سولفونات، میزان تحمل به اتانول سویه

ی والدی را پس از یک دوره آزمایش تکامل تطبیقی در  و سویه

دادند که پس از صورت پیوسته بررسی کردند و نشاناتانول به

اتانول،   192 تنش  شرایط  در  بیوراکتور  در  مداوم  کشت  روز 

درصد    9درصد به    5/7میزان تحمل به اتانول هر دو سویه از  

)حجم در حجم( افزایش یافته بود؛ اما میزان مصرف گلوکز در  

زایی در شرایط تنش  گونه عامل جهشای که بدون هیچسویه

ی دیگر نیز افزایش یافته  بود، نسبت به سویه  اتانول تکامل یافته

اتیل  در مطالعه  (2017و همکاران )  Turanli  (.42)بود از  ای 

زایی استفاده کردند و میزان تحمل  متان سولفونات برای جهش

سویه سرویزیهی  یک  آزمایشگاهی    ساکارومایسس  هاپلوئید 

CEN.PK 113-7D    درصد )حجم در حجم(    10درصد تا    5را از

افزایش دادند. در ادامه نیز با روش مهندسی تکاملی تحمل به  

تا   را  از آن تغییرات در  12اتانول  دادند و پس  افزایش  درصد 

کروموزوم سویهتعداد  در  بررسی ها  مورد  را  یافته  تکامل  های 

تحمل به اتانول روش تنش    در تحقیق حاضر افزایشقرار دادند.  
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-روز و در کشت بسته، در میکروپلیت 144 یافزایشی و ثابت ط

های افزایشی  با غلظت  و در حجم بسیارکم  کچاه  96ای با  ه

طی روند   ی کهرشد خبهبود نر(. 39)صورت گرفت %10تا  8%

گرفت  تکاملی  هزینهصورت  با  مقایسه  در  باه،  کشت الای  ی 

ها، در زمان  پیوسته و حفظ شرایط بسیار سخت این سیستم

با صر بود  ی هزینه بسیارکم  فکوتاه و  در این مطالعه    .همراه 

یافته  جهشهای  هجدای  ترینمقاوم  ی و رشد مثبتتغییرات رشد

-هم   .شد  منجر  ی برترهجدای  1  ببه انتخات  درنهایبررسی و  

عنوان شاهد استفاده  بهسویه والد اولیه  از  نین در این تحقیق  چ

توان از دست آمده در این پژوهش، میبا توجه به نتایج به.  شد

شده تعیین  در  درصدهای  انتخابی  فشار  منظور  به  اتانول  ی 

ی غربالگری و همچنین در مرحله بعد از جهش و تطابق  مرحله

برد. این فرایند به انتخاب سازشی همراه با فشار انتخابی بهره

ها افزایش یافته  هایی منجر شد که تحمل به اتانول در آنجدایه

بود. استفاده از محیط کشت ملاس تاثیر چندانی در روند بهبود  

آزمایشگاهی   محیط  با  مقایسه  در  اتانول  به    YPDمقاومت 

ای را و همکاران مطالعه  Paradeep  2012در سال  نداشت.  

سازی فرایند تولید اتانول از طریق گندمیان  تحت عنوان بهینه

پاسخ آغاز کردند. متغیرهایی  انگشتی با استفاده از روش سطح

که در این مطالعه بهینه شده بود عبارت بودند از: غلظت عصاره  

سازی این  محیط که پس از بهینه  pHیم و  مخمر، سولفات منیز

میزان   به  اتانول  غلظت  مقادیر    66/13عوامل،  رسید.  درصد 

های  سازی شده با دادهبهینه  بینی شده برای شرایط فرایندپیش

خوانی خوبی داشت. تایید مدل ثابت کرد که تفاوت  تجربی هم

پیش  مقادیر  بین  وجود  معناداری  شده  مشاهده  و  شده  بینی 

سال    Ratnam  (.43)ندارد در  همکاران  ای مطالعه  2003و 

ی ی درخت نخل در مرحلهتحت عنوان تولید اتانول از نشاسته

انجامتخمیر و در غلظت آزمایش  های مختلف  این  دادند. طی 

غلظت بهینه مشخص شد و سپس بهترین شرایط تولید اتانول  

درجه    37و دمای    2ساعت و اسیدیته    17تخمیر به مدت زمان  

دست آمد گرم در لیتر نشاسته به  140گراد برای غلظتسانتی

-دست آمدند. همپاسخ به  که این مقادیر از طریق روش سطح

چنین غلظت بهینه مشخص شده توسط روش سطح پاسخ با  

  (.  44)خوانی داشتتوجه زمان و هزینه با روش تجربی کاملا هم

Gebregergs  سال در  همکاران  تحت مطالعه  2016و  ای 

  درحال   عنوان تولید اتانول صنعتی از پوست موز برای کشورهای

سازی روش از طریق سطح پاسخ را انجام دادند.  توسعه و بهینه

ست موز جهت تولید اتانول از طریق مخمر  ها از پودر واقع آن

بهره بردند و اثرات عوامل هیدرولیز را  ساکارومایسس سرویزیه

های سطح پاسخ ترکیبی بهینه مورد بررسی قرار دادند و با طرح

از عوامل پیدا کردند. تجزیه و تحلیل ضریب همبستگی واریانس  

0/865= 2R    2وR   ارزیابی بسیار   0/9782  =تعدیل شده بیانگر 

ای های تجربی توسط مدل رگرسیون چندجملهخوبی از داده

داده ی دوم می درجه مقدار همبستگی  این  تجربی  باشد.  های 

شرایط  درستی  و  در صحت  پاسخ  روش سطح  توانایی  بیانگر 

درمطالعه فوق از پوست موز جهت (.  45)باشدآزمایشگاهی می

که در مطالعه ما از ملاس  تخمیر اولیه استفاده نمودند درحالی

تقریبا مشابه    چغندر استفاده شد و ضریب همبستگی واریانس
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ای تحت مطالعه  2013و همکارانش در سال    El-Gendyبود.  

فرایند تخمیر ملاس چغندر قند    سازی عنوان طراحی و بهینه

با استفاده از روش سطح پاسخ   ساکارومایسس سرویزیهتوسط  

انجام دادند. از روش سطح پاسخ بر اساس طراحی مرکزی نمای  

به بهینهکامپوزیت  و  ارزیابی  تولید منظور  برای  شرایط  سازی 

شد. در این آزمایش اهمیت دوره  حداکثری بیواتانول بهره برده

در    pHانکوباسیون،   ملاس  غلظت  و  انکوباسیون  دمای  اولیه، 

-عملکرد بیواتانول مورد بررسی قرار گرفت. با استفاده از معادله

بهینه   اتانول در شرایط  تولید حداکثر  گرم در    255ی مدل، 

دست گراد بهسانتیدرجه    38و دمای    6/5ی  لیتر در اسیدیته

مطالعه   با  بالائی  آن همخوانی  آزمایشگاهی  با شرایط  آمد که 

به(.  46)حاضر داشت از ملاس چغندرقند  -در هر دو مطالعه 

نوان منبع کربن استفاده شده است اما تفاوت در میزان الکل ع 

و...    pHتولید شده ناشی از تفاوت در سایر عوامل ازقبیل دما و  

باشد. در  ری مورد استفاده در تولید میمو همچنین جدایه مخ

ترین و بهترین تمامی موارد ذکر شده، روش سطح پاسخ بهینه

خوانی روش نتیجه شرایط را برای تولید اتانول تعیین کرده و هم

ی مدل ارائه شده توسط روش سطح پاسخ تایید  تجربی با نتیجه

-شده است، لذا جهت تولید بیواتانول با بالاترین راندمان و کم 

برد و توصیه به توان از روش سطح پاسخ بهرهترین هزینه می

 . گرددهای آزمایشگاهی میاستفاده از این روش در مدل
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 یخچالی  شرایط در همبرگر فیزیکوشیمیایی و میکروبی خصوصیات بر 1والک  پودر تاثیر
 *1سارامتینی

 غذایی، واحد خوی، دانشگاه آزاد اسلامی، خوی، ایران   عگروه علوم و صنای .1

 

 

 چکیده 

سریع آماده مصرف می شوند افزایش یافته است. یکی ازمحبوب   امروزه با صنعتی شدن جوامع، نیاز مردم به غذاهایی که  سابقه و هدف : 

های  هایی که بتواند ماندگاری و کیفیت همبرگر را بالاببرد، مورد توجه پژوهش. بنابراین گسترش روشترین این غذاها، همبرگر است

نوین است. در مطالعه حاضر به بررسی امکان استفاده از پودر والک به عنوان یک نگهدارنده طبیعی ضد میکروبی و آنتی اکسیدانی برای 

 همبرگر پرداخته شد.

های تهیه شده در  ( در تهیه همبرگر استفاده شد. سپس نمونه%2  ،  ٪5/1  ،٪1مقادیر مختلف پودر والک خشک  )  :   مواد و روش ها 

 21و    14،  7،  1ها در فواصل زمانی  درجه نگهداری شدند. فاکتورهای کیفی نمونه  4های پلی اتیلنی بسته بندی شدند و در دمای  کیسه

 روز ارزیابی شد.  

از پودر والک توانست رشد تعداد باکتری های سالمونلا   ٪2نتایج نشان داد تیمارهای پودر والک در همبرگر به خصوص تیمار  یافته ها :

 و استافیلوکوکوس اورئوس به طور معنی داری کاهش دهد. همچنین استفاده از  پودر والک در همبرگر  سبب کاهش میزان شاخص 

 در همبرگر در طی بیست و یک روز شود  (  TVB-Nفرار )  تروژنیشاخص ن  و  (TBA( ومیزان اسید تیوباربیتوریک )PVپراکسید )

(P<0.05  میزان ترکیبات فنولی و پس از تیمار همبرگر با پودر والک به طور معنی داری به خصوص در تیمار .)پودر والک افزایش    ٪2

 (.  P<0.05یافت )

با توجه به نتایج ارزیابی کیفی و میکروبی، استفاده از پودر والک در فرمولاسیون همبرگر می تواند سبب افزایش ماندگاری   نتیجه گیری: 

 و خواص کیفی این محصول شود.

 همبرگر، والک، نگهدارنده طبیعی ، خواص ضد میکروبی، خواص آنتی اکسیدانی   کلمات کلیدی:
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The effect of Wild Garlic powder on  physicochemical and microbial properties 

of hamburger under refrigerated conditions 

 
Matini, S1* 

 

1. Department of Food Science, Khoy.C., Islamic Azad University, Khoy, Iran   

 

Abstract  

Introduction: Today, by industrialization of societies, people's need for foods that are ready to be 

consumed quickly has increased. One of the most popular of these foods is hamburger. Therefore, the 

development of methods that can increase the shelf life and quality of hamburgers is of interest to 

modern research. In the present study, the possibility of using Wild Garlic powder as a natural 

antimicrobial and antioxidant preservative for hamburgers was investigated. 

Materials:  In this study, different amounts of dry Wild Garlic powder (1%, 1.5% and 2%) were used in the 

preparation of hamburgers. Then the prepared samples were packed in polyethylene bags and kept at 4 ֯ C. The 

quality factors of the samples were evaluated at time intervals of 1, 7, 14 and 21 days. 

Results and Discussion: The results showed that the treatments of wild garlic powder in hamburger, 

especially the treatment of 2%  wild garlic powder, were able to significantly reduce the growth of Salmonella 

and Staphylococcus aureus bacteria. Also, the use of wild garlic powder in hamburger caused a decrease in the 

peroxide value (PV), the amount of thiobarbituric acid (TBA), and the volatile nitrogen value (TVB-N) in 

hamburger within twenty-one days (P<0.05). Also, the amount of phenolic compounds and after the treatment 

of hamburger with wild garlic powder increased significantly, especially in the treatment of 2% wild garlic 

powder (P<0.05). 

Conclusion: According to the quality and microbial evaluation results, the use of Wild Garlic powder in the 

hamburger formulation can increase the durability and quality properties of this product. 
Keywords: hamburger, Wild Garlic, natural preservative, antimicrobial properties, antioxidant properties 
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 مقدمه

مرغوب،    یهانیآب بالا، پروتئ  یدارا بودن محتوا  لیگوشت به دل

چندغ   یدهایاس   ها، نیتامیو  ها،دراتیکربوه  ، یراشباع یچرب 

معدن رنگدانه  ی مواد  غنو  منبع  مغذ  یها،  مواد  محسوب   یاز 

 نیتراز محبوب   یکیگوشت گاو به عنوان    ی . همبرگرهاشودیم

جهان،    یفرآور  یگوشت  ی هافرآورده در    ف یط  توسطشده 

مصرف  یعیوس ماز  قرار  استفاده  مورد  ارند یگیکنندگان    ن ی. 

و  یناش  تیمحبوب کاربرد  ییها یژگیاز  سهولت    یمانند  بودن، 

(.  1)باشدیمطلوب م یمناسب و خواص حس متیق ،یسازآماده

عنوان    هایچرب مهم  یکیبه    دهنده ل یتشک  یاجزا  نیتراز 

گوشت ا  ،یمحصولات  مطلوب    یحس  ی هایژگ یو  جادیمسئول 

  ی مغذ  باتیحال، ترک  نیبا ا  (. 2)باشند ی)عطر، رنگ و بافت( م 

  ی دو عامل اصل(.  3)کندیموجود در گوشت آن را مستعد فساد م 

ک م  تیفیکاهش  فساد  شامل  اکس  یکروب یگوشت    ون یداسیو 

ا  یخودخودبه  ا  ندها یفرآ  نیهستند.  به  و    جادیمنجر  بوها 

همچن  ی هاطعم و  خطرناک  دیتول  نینامطلوب  مانند    ی مواد 

ن  یهاگونه گونهRNS)  تروژنیفعال  و  اکس  یها(   ژنیفعال 

(ROSم )سلامت    دی تهدو    ییزاباعث جهش  توانندیکه م  شوند ی

گردن جلوگ  هادانیاکسیآنت  (.4و5د)انسان  تشک  یریبا   ل یاز 

خنث  یهاکالیراد از   شان،ه یتجز  عیتسر  ایآنها    یسازیآزاد، 

  یهاگونه دیکه تول  یهنگام (6) کنندیم یریشگیپ  یبافت بیآس

  ی عیطب  ی دانیاکسیآنت  ی دفاع  تی( از ظرفROS)  ژنیفعال اکس

  ی دانیاکسیآنت  ت یمنجر به کاهش فعال  تواند یبدن فراتر رود، م

رسانده،    بیآس  یسلول  یممکن است به اجزا  تیوضع  نیشود. ا

 و ی داتینموده و استرس اکس  کی مضر را تحر  یمنیخودا  یهاپاسخ

 ی سنتز  ی هادانیاکسیحال، آنت  ن یکند  با ا  جادیا  ویتروزاتین  ایو/

استرس و حفظ   نیاز ا  یناش  یدر مقابله مؤثر با خطرات سلامت

چالش همچنان   نیاند و اشده ناموفق بوده  دیگوشت اکس  تیفیک

منابع   یجستجو  ن،یمانده است بنابرا  یصنعت گوشت باق  یبرا

  یبرا  داریپا  یانهیگز  تواندیم   یعیطب  یهادانیاکسیآنت  دیجد

از مهمترین میکروارگانیسمهای    (.7)گوشت باشد  تیفیحفظ ک

بیماریزا )پاتوژن( در فرآوردههای گوشتی بویژه آنهایی که طی  

دارند،   تماس  دست  با  مکرراً  اورئوس تولید   استافیلوکوکوس 

  س یدیانتر  سالمونلا و    )عامل مسمومیت غذایی استافیلوکوکال(

غذایی  ) مسمومیت  باش  (سالمونلوزعامل    ی نگرانکه  د  نمی 

محسوب   ی هابخش  ی تمام  باً یتقر  یبرا  یاعمده غذا  صنعت 

اشوندیم واقع،  در  عامل  به  ها سمیکروارگانیم  ن ی.  عنوان 

  ع یصنا  د یو خر  دیاز مشخصات تول  یاریمهم در بس  یزایماریب

مواد    یمنیمرتبط با ا  نیقوان  یدر استانداردها   نیو همچن  یی غذا

لحاظ شده است و در حال حاضر سلامت عمومی را در   ییغذا

قبیل  این  گسترش  است  انداخته  خطر  به  جهان  سراسر 

بیماریهای مربوط به غذا در کنار مشکلات اجتماعی و اقتصادی  

ناشی از آن، لزوم تولید مواد غذایی سالمتر و به تبع آن استفاده 

غیرسنتزی امکان  حد  تا  و  جدید  ضدمیکروبی  ترکیبات  را   از 

است نموده  اخ(.  8)مطرح  سالهای  ترک  ریدر  به   بات یتوجه 

طب منشاء  ی عینگهدارنده  کرده    دایپ   شیافزا  اریبس  مختلف  با 

افزا آگاه  شیاست،  سلامت  مردمی  سطح  خواص  به   ی نسبت 

ا غ   میمستق  یمنف  اثرات  از  یآگاه   بات،یترک  نیبخش   ر یو 

نگهدارنده  یمیمستق سنتزیکه  سلامت    یی ایمیش  ای  های  در 

داشته   یمتعدد  یعوارض جانب  دنتوانیمو    کنندیم  جادیانسان ا

و  ،دنباش کنندگان  ا  محققان  مصرف  بر  که   نیرا  است  داشته 

جا برای  ترک  یعیطب  بات یترکی  نیگزیتلاش  جای    باتیبه 

افزا  ییایمیش را  سنتزی  از    ن،یبنابرا  .دهند  شیو  استفاده 

والکعیطب  یهادان یاکسیآنت مانند  گوشت    ی  صنعت  در 

از   یاریکنندگان شده است.بسمصرف  رشیو مورد پذ  ریپذامکان

استفاده    یبرا  ی عیطب  یهادان یاکسیآنت مزه  و  طعم  بهبود 

  ی خود، ماندگار  یکروب یضدم  تیفعال  ل یبه دل  توانندیاند و م شده

و   ریس  یها  از گونه   یکیوالک      (.10)دهند  شیمحصول را افزا

نوع  اصطلاح  نام    ی رکوهیس  یبه  با   L  Alliumعلمی  است 

ursinum    ی سیانگلو  Wild Garlic, Board- Leaved 

گروه علوم وصنایع   نویسنده مسئول: 

غذایی، واحدخوی، دانشگاه آزاداسلامی،  

 خوی، ایران 

  :آدرس الکترونیک 

matinii.sara@gmail.com   

 09/12/1403تاریخ دریافت مقاله:

 20/05/1404تاریخ پذیرش:

mailto:matinii.sara@gmail.com
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Garlic  و از خانوادهLiliaceae  ار یخواص بس.  (11)باشد   یم 

والک    است  محبوب کرده  اریو اروپا بس  ایوالک آن را در آس   ادیز

دل ساختار  لیبه  عنوان    یغن  یفرمول   ییدارو  اهیگیک  به 

فراوان، خواص   یفنول  باتیداشتن ترک  لیبه دل  شود واستفاده می

علاوه بر وجود قابل    ی دارند.قو  ی و آنتی باکتریالدانیاکسیآنت

ترک فلاونوئ  یفنول  باتیتوجه  سا  یکمتر  ریمقاد  ،یدی و    ریاز 

ز  باتیترک ی،  دیاستروئ  یدهایکوزیگلشامل    زین  ی ستیفعال 

  فرار  یهااسانسو    نیتیلس،  چرب  یدهایاسه،  نیآم  یدهایاس

که   دارد  استرس   توانندیم   باتیترک  نیاوجود  کاهش  در 

و    یی ایمیش  یهاب یها در برابر آسمحافظت از سلول  و،یداتیاکس

  ها یمهار رشد باکتر  ییوتوانا  کیمتابول  ی هاحفظ سلامت بافت

باشند  داشته  از  12و13)نقش  همچنین  و  متعدد    باتیترک( 

آزاد  باتیو ترک نیسیگوگرددار، آل یدهاینواسیسولفور مانند آم

د  گرید د  لینیو  یمانند  و   وسولفوناتیت  لیمت  یسولفور، 

متعدد    ی و موادمعدن  A, B, C  ی ها  نیتامیسرشار از و  نیهمچن

ژرمان   لیتشک  یو رو  م یسلن  م،یمنگنز، گوگرد، کلس  وم، یمانند 

  ، ی کنندگ  یسولفور و خواص ضدعفون  یحاو  بات یشده است. ترک

 ی والک از نظر مقاصد آشپز  یضدقارچ   ،یضدانگل   ، ییا یضدباکتر

آن    ی طعم و مزه عال  تیفیک  نیرود و همچن  یبه کار م   یی و دارو

م ادو  ی باعث  عنوان  به  آن  از  استفاده    زین  هیشود  غذاها  در 

ا(.  14و15کرد) طور معمول در محصولات به  والکحال،    ن یبا 

  یی غذا  عیبه صنا  تواندیمطالعه م  نی. اشوند یاستفاده نم  ییغذا

  ی هامانند فرآورده  یرا در محصولات معمول  والککمک کند تا  

ب  یگوشت منظور  تغذ  هبودبه  ارتقا  یاهیارزش    یامدهایپ   یو 

در مورد   یقیتحق  چیکه ه  ی. در حالرندیبه کار گ  یمثبت سلامت

  .گوشت گاو انجام نشده است  یدر همبرگرها  والکاستفاده از  

ا  ن،یبنابرا از  از پودر    نیهدف    ی برا  گیاه والکمطالعه استفاده 

اکس  ای  یریشگیپ  همبرگرها  هایچرب  ونیداسیکاهش    ی در 

ط گاو  و نگهدار  ی گوشت  ضدم  یبررس  ی  بر    آن  ی کروبیاثر 

 استافیلوکووس اورئوسا )منتقله از غذ  یزایماریب  یهاکروبیم

 . بود( سالمونلا انتریدیس و 

 مواد و روش ها   
 تجهیزات و لوازم آزمایشگاهی 

 محل انجام آزمایش 
-فراواری همبرگر با درصدهای مختلف والک و همچنین آزمایش 

آزاد   دانشگاه  آزمایشگاه  در  مطالعه  این  در  بررسی  مورد  های 

 اسلامی واحد خوی مورد ارزیابی قرار گرفت. 

 تهیه پودر والک

و شستشو ،    یوالک پس از جمع آور  اه یگ  لوگرمیک  کیمقدار  

.  دیبه طور کامل خشک گرد  د یاتاق و دور از نور خورش  یدر دما

عبور داده    40با مش    یپودر و از الک  یبرق  ابیسپس توسط آس

برا و  محل  یبعد  شاتیآزما  یشد  و خشک   ک،یتار  یدر  سرد 

ساعت قبل از مصرف در   24. پودر حاصل شده د یگرد ینگهدار

  یومینیآلوم  لیفو  یبر رو  نار،ی و داخل هود لام  uvنور    ریداخل ز

 شود. لیاستر یپخش شد تا در صورت وجود آلودگ

 
 تهیه نمونه همبرگر 

شماره   به  ایران  ملی  استاندارد  اساس  بر  همبرگر  های  نمونه 

(. به این ترتیب که  16در شرایط آزمایشگاهی تولید شد)  2304

گوشت چرخ شده گوسفندی خریداری شده و در مجاورت یخ و  

در شرایط استریل با پیازهای رنده شده مخلوط گردید. نمک به  

مخلوط  اضافه   همراه آرد با نسبت مشخصی با گوشت و پیاز به

از  %2،    ٪5/1،  ٪1شد. سپس غلظت های مختلف )شاهد،     )

سپس   شد  اضافه  همبرگر  به  شده  استریل  والک  پودرهای 

اتیلنی در دمای یخچال به مدت  همبرگرها در بسته پلی  های 

روز نگهداری گردید. تیمارها در قالب طرح کاملا تصادفی    21

 روزه انجام شد.  7اجرا شد. نمونه برداری در فواصل  

 آزمایش های شیمیایی 

 PVاندازه گیری  

گرم از گوشت چرخ کرده    15برای تعیین مقدار پراکسید ابتدا  

در   بود،  شده  میکس  خوب  که  را  همبرگر  در  استفاده  مورد 

سی سی کلروفرم به  30سی سی قرار داده، سپس  500دکانتور

سی سی کلروفرم و    30آن افزوده و کمی تکان داده مجددا ،  

ساعت،    12-24سی سی متانول به آن افزوده شد. پس از    60بعد  

ساعت    2-1سی سی آب مقطر به نمونه افزوده شده به مدت    36

سی سی   20فاز تشکیل شود. با دقت،  3استراحت داده شده تا 

سی سی سر سمبادهای انتقال    250از فاز پایین، به ارلن مایر  

بت کلروفرم به  سی سی اسید استیک کلروفرمی )نس  25داده،  

استیک   گرد3:2اسید  افزوده  آن  به  سپس  (  سی  سی  5/0ید. 

محلول یدور پتاسیم اشباع )که به صورت تازه آماده شده و در  
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سی سی آب مقطر به محتویات ارلن   30تاریکی قرار گرفته( و  

به مدت   گذاشته،  را  آن  درب  تاریکی    1اضافه شد،  در  دقیقه 

سی سی معرف نشاسته   5/0استراحت داده شده و بعد مقدار  

به   1% را گذاشته، محلول  ارلن  افزوده می شود و درب  به آن 

تغی باعث  شده،  آزاد  ید  است.  شده  داده  تکان  رنگ  شدت  یر 

تیوسولفات   محلول  با  که  شده  بیرنگ    01/0محلول  تا  نرمال، 

شدن محلول یا ظهور رنگ شیری و شفاف شدن فاز بالایی روغن  

تیتر شده  و در نهایت با استفاده از رابطه زیر، میزان پراکسید   

چربی   کیلوگرم  یک  در  پراکسید  والان  اکی  میلی  حسب  بر 

 (. 17محاسبه گردید)

 
 TBAاندازه گیری  

میلی گرم از نمونه گوشت    200ابتدا    TBAبرای اندازه گیری  

سی سی انتقال داده، و با    25میکس شده همبرگر را ، به بالن  

سی سی از این محلول را به لوله    5بوتانول به حجم رسانده و  -1

  TBAسی سی معرف    5فالکون خشک دربدار انتقال داده سپس  

انحلال   از  پودر    200)که  سی سی    100در    TBAمیلی گرم 

به دست    -1حلال   بوسیله کاغذ صافی  بوتانول و صاف کردن 

با   ماری  بن  در  لوله ها  است. سپس  افزوده شده  آن  به  آمده( 

به مدت  C˚95دمای   محیط   2،  دمای  ودر  قرارگرفت.  ساعت 

سرد و سپس با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر، میزان جذب 

( درAsآنها   )530  ( مقطر  آب  شاهد  مقابل  در  (  Abنانومتر 

)بر حسب میلی  TBAخوانده شد. با استفاده از رابطه زیر، میزان  

بافت همبرگر( مورد  از  آلدئید در هر کیلوگرم  گرم مالون دی 

 .(18محاسبه قرار گرفت)
 TVB-Nاندازه گیری  

گرم اکسید  2گرم از گوشت میکس شده ی همبرگر و    10ابتدا  

سی سی آب    300منیزیم در یک بالن کلدال توزین شد. سپس  

قطره اکتانول ) به عنوان ضد کف( وتعدادی ساچمه   2مقطر ،  

شیشه ای ) یا سنگ جوش به منظور بهتر صورت گرفتن انتقال 

از عمل جوش در  افتادن حباب های حاصل  دام  به  و  حرارت 

از   جلوگیری  و  آن  ی  شده  محبوس  و  متخلخل  فضای  داخل 

سپس   است.  شده  افزوده  بالن  محتویات  به  نیز  مایع(  پریدن 

سیستم کلدال نصب شده و در زیر لوله خروجی سیستم ، ارلنی  

 3-2دارای  2سی سی اسیدبوریک %  25سی سی حاوی    500

لوله خروجی  قطره معرف متیل رد قرار گرفته به طوریکه سر 

ارلن قرار گیرد. سپس گازهایی که معرف   کاملا درون محلول 

ن شدن  بازهای ازته فرار پس از برقرای جریان آب سرد و روش

، که به صورت تغییر رنگ محلول از ارغوانی  هیتر متصاعد شده

اسید   با  محلول  این  نهایت  در  گردد.که  می  نمایان  زرد  به 

نرمال تیتر شده تا محلول مجددا ارغوانی شودو    1/0سولفوریک  

گرم    100سپس با استفاده از رابطه زیر بر حسب میلی گرم در  

 (. 19گوشت محاسبه گردید)

TVB-N×14=  حجم اسید سولفوریک مصرفی 

 اندازه گیری مقدار فنول کل 
میزان ترکیبات فنولی کل در پودر والک با  کمک روش فولین  

سیوکالتو اندازه گیری شد و نتایج به دست آمده بر حسب میلی  

میلی لیتر    1گرم اسید گالیک در گرم ارائه گردید. ابتدا مقدار  

 10میلی لیتر معرف فولین سیوکالتئوی    1از عصاره پودر والک،  

(  ٪/5یتر محلول سدیم کربنات )میلی ل  1برابر رقیق شد و به آن  

دقیقه در دمای    30میلی لیتر آب مقطر اضافه شد و به مدت    1و  

 730اتاق انکوبه شد.  جذب مخلوط در دمای اتاق و طول موج  

محتوای  و  شد  خوانده  اسپکتروفتومتر  دستگاه  توسط  نانومتر 

تعیین  اسید  گالیک  استاندارد  منحنی  از  استفاده  با  فنول کل 

(.  20شد)

 

 
 های میکروبی آزمون

 استاندارد   استافیلوکوکوس اورئوسسویه میکروبی مورد مطالعه:  

ATCC-25923    انتریکاو تیفی  سالمونلا  موریوم سروتیپ 

مورد نیاز جهت افزودن به همبرگر،   ATCC-13076  استاندارد

 انستیتو پاستور   کلکسیون میکروبی  بصورت آمپول لیوفیلیزه از

 . ایران تهیه گردید

سویه استافیلوکوکوس  های فعالسازی  و   میکروبی 

 سالمونلا

  استافیلوکوکوس اورئوس استاندارد    آمپول لیوفیلیزه حاوی سویه 

را بالای    طبق دستورالعمل شرکت  و سالمونلا  از محل  سازنده 

آمپول با گاز استریل   توده پنبه خراش داده شده، سپس اطراف
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ضدعفونی گردید. آمپول    درجه کاملا  70مرطوب شده با الکل  

خراش شکسته شد. توده    احاطه شده توسط گاز استریل، از محل

خارج استریل  پنس  یک  کمک  به  شرایط   پنبه  تحت  شده، 

  1تا    0/  5استریل در زیر هود و به کمک پیپت پاستور استریل  

مایعمیلی کشت  محیط  از  براث   لیتر  سویا  تریپتون   استریل 

(TSB  هرت برین  استریل  مایع  و  استافیلوکوکوس  (برای 

به ماده خشک   (Merck)  ( برای سالمونلاBHIاینفیوژن براث )

آمپول اضافه و پس از یکنواخت شدن، سوسپانسیون موجود در 

سوسپانسیون   میکروبی شد.  آنس    هایحاصل  توسط  حاصل 

مادر     استریل مخلوط شده تهیه کشت  آن جهت  از  مقداری  و 

مغذی آگار  محیط   ,Difco,Laboratories,Detroit)  روی 

MI)    رشد برای  سپس  گردید.  انجام  کشت  و  منتقل 

اورئوس سالمونلا  استافیلوکوکوس  کشت و  محیطهای  حاوی    ، 

سانتیگراد   درجه  37ساعت در گرمخانه    24میکروب به مدت  

مادر کشت  از  مدت،  این  از  بعد  شدند.  گذاری  رشد    گرمخانه 

ذخیره   عنوان کشت  به  مغذی  آگار  روی  دیگری  یافته، کشت 

 (. 21)تهیه شد و در مراحل بعدی استفاده گردید

 مک فارلند  5/0تهیه محلول استاندارد  

مایع، محیط  در  باکتریها  تعداد  تعیین  روشهای  از  روش    یکی 

شمارش غیر مستقیم است. در روش کدورت سنجی که یکی از 

کدورت محیط   معمولترین روشهای شمارش غیر مستقیم است،

یک با  است،  رشد کرده  آن  باکتری در  استاندارد که    مایع که 

است، متناسب  باکتری  معینی  تعداد  با  آن  مقایسه   کدورت 

می را  استاندارد  کدورت  مخلوطمیشود.  بوسیله  مقادیر   توان 

آن  از  نمونه  یک  که  نمود  ایجاد  شیمیایی  مواد  از    مشخصی 

توسط مک  است که شدت آن  باریوم  تعداد سولفات  با    فارلند  

است شده  ارزیابی  باکتریها    استانداردهای(.  22)تقریبی 

  % 1وریکفارلند با افزودن حجم خاصی از محلول اسید سولفمک

% برای بدست آوردن یک محلول سولفات  75/1و کلرید باریوم 

می تهیه  خاص  نوری  دانسیته  با  معمولاً  باریوم  و  شوند 

افزودن    5/0استاندارد از  فارلندکه  اسید میلی  95/9مک  لیتر 

لیتر کلرید  میلی05/0حجم به خجم به    %1سولفوریک خالص  

 (. 23شود، بیشتر کاربرد دارد)باریوم حاصل می

)  یی ایباکتر  ونیسوسپانس  هیته استاندارد  غلظت   5/0با 

 مک فارلند(

باکتر  جادیا  آن  هدف برا  ییایتراکم   ی سازهمسان   یمشخص 

تقر  نیاکه    آزمون  طیشرا معادل    10⁸×    1.5  باًیغلظت 

CFU/ml  است.  یباکتر کار    زنده  این  ذخبرای    رهیاز کشت 

آگار ش  طیماستر( به مح)ساب برای هر دو  مغذ  بداریکشت  ی 

کشت    هایطیمح  .شدتلقیح انجام  باکتری )به صورت جداگانه(  

در انکوباتور   گرادیدرجه سانت  37  یدر دما  ساعت  24به مدت  

  افتهی رشد    یهایکلون  تازه رشد کنند.  ی هایتا کلون  ردیگیقرار م

نرمال سال با محلول  آگار  ا  . دندش  شسته  ٪9/0  نیسطح    نیبا 

سالمونلا    ظیغل  ونیسوسپانس  ک یعمل،   استافیلوکوکوس از  و 

  ییهاسمیکروارگانیم  یکه حاو  آمددست  بهصورت جداگانه(  )به

 ظ یغل  ونیسوسپانس  نیاز ا  یمقدار کم  در فاز رشد فعال هستند.

پ  از  استفاده  استر  پتیبا  لوله   لیپاستور    لیاستر  یهاداخل 

سال  .دش  ختهیر  دارچیدرپ  نرمال  محلول  افزودن  با    ن،یسپس 

استاندارد    .گشت  قیرق  ونیسوسپانس با  حاصل    0.5کدورت 

  10⁸×1.5به تراکم حدود    دنیو تا رس  شودیم   سهیفارلند مقامک

CFU/ml  دستگاه    نیاشد.    میتنظ  یباکتر با  مرحله 

  اینانومتر(    600اسپکتروفتومتر )در طول موج مناسب، معمولاً  

محاسبات  (.  23پذیرفت)انجام    یچشم  سهیمقا انجام  با  سپس 

رسیدن برای  که  گردید  مشخص  نهایی    لازم  غلظت 

اورئوس سالمونلا  استافیلوکوکوس  به  g/cfu  5×510به    و   ،6 

سپس بلافاصله مقدار    .لیتر از سوسپانسیون فوق نیاز استمیلی

با    1200 همبرگر  حاوی میلی  6گرم  سوسپانسیون  لیتر 

در    گردید.  مخلوط  و سالمونلا )به طور جداگانه(  استافیلوکوکوس

گرمی از مخلوط    20نمونه    10بعد تحت شرایط استریل،    مرحله

بعنوان   حاصل و  شده  توزین  استریل  پلاستیکی  ظروف  درون 

گردیدند.  شاهد  همبرگر   240سپس    انتخاب  مخلوط  از  گرم 

اضافه و به طور    والک  گرم پودر خشک    2  و به آن  آلوده توزین

سایر تیمارها نیز به همین درصد( و  1)نمونهکامل مخلوط گردید

افزودن با  )نمونه  3  ترتیب  و  5/1گرم  )نمونه   4درصد(  گرم 

پس از توزین در اندازه نمونه آنها آماده شده و  پودر به درصد( 2

در شرایط پلاستیکی مورد نظر پر و    گرمی، در ظروف   20های  

نگه یخچ شدند.   الی  دوره  داده  هفتم،  در  اول،  روز  زمانی  های 

تیمار   از هر  به    نمونه گرفته شد2چهاردهم و بیست و یکم  و 
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اندازه گیری رشد   اورئوسمنظور  ،  سالمونلاو    استافیلوکوکوس 

به ترتیب    شیگلا آگار-سالمونلامحیط های برد پارکر آگار و    در

ساعت    24سطحی و مخلوط انجام گردید و سپس به مدت    کشت

منظور به  گذاری شدند.درجه سانتیگراد گرمخانه  37دمای    در

و   کانتر  کلنی  از  میکروارگانیزمها  شناسایی  و   ISOشمارش 

و    یبرا  6579  لوکوکوس یاستاف  یبرا  ISO 6888سالمونلا 

   (. 24و25استفاده شد) اورئوس

 

 آنالیز آماری 
مطالعات کتابخانه ایی و آنالیزهای آماری در همه آزمایشات با  

برای تحلیل سه تکرار انجام شد. از طرح آنالیز واریانس دو طرفه  

ها با کمک آزمون دانکن انجام نتایج استفاده و مقایسه میانگین

داری  می معنی  سطح  شد.    ٪95شود.  خواهد  گرفته  نظر  در 

و رسم نمودارها   21ورژن     spssتجزیه و تحلیل داده در نرم افزار  

 انجام شد. Excell  (2013  )با استفاده از نرم افزار 

 

 نتایج و بحث 

 های شیمیایی آزمون

 PVنتایج میزان  
مختلف   PVبررسی   درصدهای  با  شده  تیمار  همبرگرهای  در 

داد  نشان  را  داری  معنی  تفاوت  تیمار  روزهای  در  والک  پودر 

(P<0.05  بیشترین .)PV   مشاهده شده در گروه شاهد در روز

مشاهده شده    PV( و کمترین میزان  17/9±14/0بیست و یک )

با   پودر والک در روز اول    %2در گروه همبرگرهای تیمار شده 

 (P<0.05( مشاهده شد )14/0±76/1)

 

 
در طول زمان PV زانیم  راتیی. نمودار تغ1شکل

 

ز  یی دارو  اهان یگ مواد  فلاونوئ  یفعال   ستیحاوی    دها،یمانند 

 ی هستند که دارای خواص آنت  دهایتانن ها و ترپنوئ دها، یآلکالوئ

وجود رابطه مثبت بین (  26د)هستن  یدانیاکس  یو آنت  الیباکتر

شکستن   توانایی  و  اکسیدانی  خاصیت  و  فنولی  ترکیبات 

شدن   کند  باعث  والک  پودر  درصد  افزایش  آزاد،  رادیکالهای 

می پراکسید  عدد  در   (.27شود)افزایش  پراکسید  مجاز  میزان 

  (.28است) 5های گوشتی برای مصرف انسانی فراورده
 

 TBA زانیم ج ینتا
  

شده با والک نشان    ماریت  یدر همبرگرهاTBA   زانیم  یبررس

  ی و دوزها ماریمختلف ت یروزها نیب یدار یداد که تفاوت معن

  ماریت.  (P<0.05وجود دارد )  TBA  زانیمختلف والک از نظر م

  TBA  زانیدار م  معنی   کاهش  سبب  والک  ٪2تا    5/1  یدوزها

استفاده شده والک بود    دوزدر همبرگر شد که کاملا وابسته به  

(P<0.05  ب2()شکل .)زانی م  نیشتری  TBA شاهد در   ماریدر ت

در   TBA  زانیم  نکمتری  و(  94/3±012/0)  کیو    ستیروز ب

  شد   مشاهده (  560/0±002/0)  اول  روز  در   والک  ٪2  ماریت

 .(2شکل)
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 در طول زمانTBA  زان یم راتیینمودار تغ .2شکل

میزان    می  TBAافزایش  را  دوره  طول  در  به تیمارها  توان 

اکسیژن  حضور  در  فرار  ترکیبات  تولید  و  چربی  اکسیداسیون 

داد) غذا  یداریپا(.  29نسبت  ماندگار  ییمواد  گسترش    یو 

ک در  غذا  نیا  تیفیهمبرگر  از   تیاهم  اریبس  ییفراورده  دارد. 

  یحاو  ییمواد غذا  تیفیعوامل کنترل کننده ک  نیجمله مهم تر

است    یچرب  ونیداسیاکس  ندیهمبرگر، کنترل فرآ  ریروغن بالا نظ

  یدوره زمان   یط  یقابل قبول  ی و ماندگار  ویداتیاکس  یداریتا پا

باشند داشته  نتا(30)مشخص  به  توجه  با  آمده   جی.  دست  ،  به 

م پراکس  زانیکاهش  اس  PV  دیشاخص  شاخص    دیو 

( در همبرگرها پس از اضافه کردن پودر  TBA)  کیتوریوباربیت

مشاهده    جینتا   ریمحصول است . نظ  نیبهتر ا  یداریپا   انگریوالک ب

 Uçar   (2013 )  و  Ozogul   شده در مطالعه حاضر، در مطالعه

ها  ریتاث سبز،    یچا  شن، یآو  اهانیپودر گ  6/0و    3/0  یغلظت 

تغ  ی گل  میمر بود بر    ی همبرگر ماه  ونیداسیاکس  رات ییو برگ 

ها شد. آنها وجود    یچرب  ونیداسیدار  اکس  یسبب کاهش معن

کاهش    یاز علت ها  یکی  اهانیگ  نیبالا را در ا  یفنول  باتیترک

در مطالعه متینی و    .  (31)ها عنوان کردند  یچرب  ونیداسیاکس

( نژاد  در 2025خوشبخت  دارچین  پودر  درصد  افزایش  با   )

 (. 32)کاهش یافت  TBAو  PV همبرگر  میزان 

 TVB-N زانیم ج ینتا

بررس  جینتا از  ت  TVB-N  زانیم  یحاصل  که  داد    مارینشان 

 زان یدار م  یمعن  رییسبب تغ  21تا  1متفاوت والک از روز    یدوزها

TVB-N  ( در همبرگرها شدP<0.05).  تا    5/1  ی درصدها  ماریت

  زانیدر م  یدار  ی معن  کاهش  سبب  همبرگرها  در  والک  از  2٪

TVB-N  دیدر همبرگر گرد (P<0.053کل() ش .) 

 
 در طول زمان  TVB-N زانیم  راتیینمودار تغ. 3شکل

 

بازهای    مقادیر  بیشترین  روزها  تمامی  در  نتایج،  به  توجه  با 

افزایش درصد   با  تیمار شاهد مشاهده شد و  نیتروژنی فرار در 

یک    TVB-N  پودرها، مقادیر بازهای نیتروژنی فرار کاهش یافت. 

گیری تری متیل آمین ناشی  اصطلاح کلی است که شامل اندازه

وسیله  به  شده  تولید  آمین  متیل  دی  باکتریایی،  فساد  از 

آنزیمهای اتولتیک طی نگهداری،آمونیاک ناشی از آمین زدایی  

های نوکلئوتیدی و دیگر ترکیبات بازی  آمینواسیدها و کاتابولیت

(. افزایش ترکیبات  33فرار نیتروژنی مرتبط با فساد غذایی است)

داشتن  دلیل  به  میکروبی  ضد  مکانیسم  بر  آنها  تاثیر  و  فنولی 

کاهش   باعث  هیدروکسیل  در  شود.  میTVB-Nگروههای 

مختار )  انیمطالعه  همکاران  ن2021و  مختلف   یدرصدها  زی( 

گ ماه   اهی عصاره  همبرگر  در  موم    نیانگی م  کاهشسبب    یبره 

 . (34)در همبرگرها شد   TVB-Nشاخص 

 فنول کل   زانیم ج ینتا
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معن  یفنول  باتیترک  ج ینتا   یبررس تفاوت  که  داد  نشان    یکل 

با درصد    ماریدر همبرگرها پس از ت  باتیترک  نیا  زانیدر م  یدار

  بات یترک  زانیم  .(P<0.05مختلف پودر والک وجود داشت )  یها

  شیصفر بود و با افزا  ماریت  یدر گروه شاهد در همه روزها   یفنول

در   یدار یبه طور معن یفنول باتیترک زانیدرصد پودر والک، م

ها ت  یگروه  افزا  ماریمختلف  داد    شیهمبرگر  نشان 

(P<0.05  ب4()شکل در    یفنول  باتیترک  زانیم  ن یشتری(.  

ت اول  روز  (  532/0±01/0)  والک  پودر    %2  ماریهمبرگرها  

 شد.   مشاهده

 
 در طول زمان فنول کل زانیم  راتیینمودار تغ .4شکل

آنتی   فعالیت  بودن  بالا  عمده  دلیل  فنولی  ترکیبات  بودن  بالا 

می والک  پودر  آنتی  اکسیدانی  خاصیت  فنولی  ترکیبات  باشد. 

آزاد می   رادیکالهای  اکسیدانی بسیار قوی دارد و سبب جذب 

مطالعه  (.  35شوند) ن2023)  درستیو    متینی  در  اضافه    زی( 

  ی معن  ش یبه همبرگر گوشت گاو سبب افزا  زالزالککردن عصاره  

و    Rounds. در مطالعه  (4)در همبرگر شد  ی فنول  باتیدار ترک

به همبرگر گوشت گاو   ازی( اضافه کردن پودر پ 2013همکاران )

افزا و    ی فنول  بات یترک  ارد  یمعن   شیسبب  موجود در همبرگر 

 . (36)شد یچرب ونیداسیاکس  یدار شاخص ها یکاهش معن 

 

 

 شمارش  تعداد باکتری سالمونلا  

داری نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد پودر والک تاثیر معنی

( دارد  سالمونلا  باکتری  رشد  میزان  (.  5)شکل  (  P<0.05بر 

مربوط   12/ 42±58/0یشترین میزان رشد باکتری سالمونلا برابر  

حاوی   رشد  مربوط به نمونه  زانیم  به نمونه شاهد و کمترین

مکانیسم   .در تمام زمان نگهداری بوده است پودر والک درصد2

یا   تاخیر  علت  به  سالمونلا  رشد  از  فنولی  ترکیبات  ممانعت 

سنتز   از  پروتئین  DNAممانعت  سنتز و  از  ممانعت  نیز  و  ها 

و    Chenکه توسط    یگریدر مطالعه د  (.37لیپیدها می باشد)

( عصاره  2021همکاران   که  شد  مشخص  بود   شده  انجام   )

اضافه    دارچینو روغن    یروغن پونه کوه  ب، یعصاره س  تون،یز

دار تعداد    یشده به گوشت خوک چرخ شده سبب کاهش معن

 (. 38)شد 7تا  3 یسالمونلا به خصوص در روزها هاییباکتر
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درطول زمان سالمونلا یتعداد باکتر راتیینمودارتغ .5شکل

 

   استافیلوکوکوس اورئوسشمارش باکتری  
دارد   وجود  تیمارها  بین  داری  معنی  اختلاف  نتایج  اساس  بر 

(P<0.05نتایج نشان داد که بیشترین مقدار باکتری  6( )شکل .)

اورئوسهای   روز    استافیلوکوکوس  شاهد  تیمار    21در 

یافته  58/0±67/28) رشد  باکتری  تعداد  کمترین  و   )

اورئوس تیمار    استافیلوکوکوس  اول   5/1در  روز  والک   %

 (. 6( بود )شکل 58/0±28/10)

 
 درطول زمان اورئوس لوکوکوسیاستاف یتعداد باکتر راتیی. نمودارتغ6شکل

 

 

 

گ  ی فنول  باتیترک  در    یخارج  ی غشا  اهان یموجود 

  دهایپوساکاریکرده و سبب خروج ل  بیرا تخر  هاسمیکروارگانیم

افزا   .شودیم   ATPبه  یتوپلاسمیس  یغشا  یرینفوذپذ  شیو 

سلول و مرگ   یانرژ  رهیمنجر به تمام شدن ذخ  ATPخروج  

م سال  .  (39)شودیآن  در  همکاران  و  فعالیت    2010درسه 

به اثرات ترکیبات گوگرددار گیاه )آلیسین( سیر را    ضدباکتریایی

سنتز پروکاریوت  DNA   بر  پروتئین  داد)و  در  (.  40نسبت 

بر آن  اثرضدباکتریایی  کلم،  عصاره  روی  دیگر    مطالعات 

به دلیل محتوای بالای اسید فنولیک   استافیلوکوکوس اورئوس

( 41)گزارش و نتایج مشابهی به دست آمد آن

  

   گیری بحث و نتیجه
بهره  ن یا  دهیا بر  خاص  یریگپژوهش  و    فیزیکوشیمیایی  تیاز 

درصد   2تا  1ری( با مقادWild Garlic) پودر والک یکروبیضدم

  21ینگهدار  طیهمبرگر گوشت گاو در شرا  تیفیحفظ ک  یبرا

  جینتا.  ( استوار بودگرادیدرجه سانت  4  ی)دما  خچالیروزه در  

شده با پودر والک    ماریت  یهمبرگرها  یی ایمیش  لیو تحل  هیتجز

  و   PV)    یچرب  ونیداسیاکس  یشاخص ها  زانینشان داد که م

TBA  وTVB-N  معن صورت  به  در    افت یکاهش    یدار  ی( 

نتایج  داشت.    یدار  یمعن  شی افزا  یفنول  باتیترک  زانیم  کهیحال

نشان داد که پودر والک به دلیل داشتن خواص ضد میکروبی  

های  می باکتری  نظیر  پاتوژن  های  باکتری  رشد  از  مانع  تواند 
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در همبرگر شود.   استافیلوکوکوس اورئوسانتریدیس و  سالمونلا

 بیشترین تاثیر ضد میکروبی را نشان داد.  ٪2مقدار تیمار 

مواد  از  استفاده  جهانی  بهداشت  سازمان  تأکید  به  توجه  با 

و نتایج حاصل از این پژوهش،    نگهدارنده طبیعی در مواد غذایی 

از  می توان   بعنوان یک افزودنی طبیعی با    والکپودر  استفاده 

باکتریایی  اکسیدانی  خاصیت ضد  آنتی  جا  و  عنوان    ی نیگزیبه 

آنت  هادانیاکسی آنت  یبرا جهت   یصنعت  یهاالیباکتر  یو 

محصولات  یابیدست تغذ  یبه  ارزش  غذایی    یاهیبا  مواد  در  بالا 

مورد بررسی بیشتری قرار داد که علاوه بر کاهش بار میکروبی،  

سایر   بهبود  نیز  و  اکسیداسیونی  پایداری  افزایش  سبب 

تغذیهویژگی میهای  محصول  نتای  در   ه یتوص  جه،یگردد. 

والکاز    شودیم افزودن  پودر  عنوان  غذاها  ییغذا  ی به    یدر 

 آنها استفاده شود.   یماندگار شیافزا یفراسودمند برا

 

 پیشنهادات 

  گر ید یهاهیپودر والک با ادو بیبر ترک تواندیم ندهیآ قاتیتحق

 ی و همچنینعیطب  هایو آنتی باکتری   هادان یاکسیاز آنت  یغن

  ی فیو ک یاستفاده از پودر والک در همبرگر بر خواص حس ریتاث

 . محصولات متمرکز شود  ی کل رشیپذ شیبه منظور افزا آن
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 بررسی سمیت سیانوباکتری آنابنای جدا شده از تالاب بندر انزلی 

 3، عباس اخوان سپهی2، فرزانه حسینی *1آزادسهیلا افشاری 

 . استادیار، گروه میکروب شناسی دانشکده علوم زیستی تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران 1

 ایران   تهران،  اسلامی،  آزاد  دانشگاه  شمال،  تهران  زیستی  علوم  دانشکده  شناسی  میکروب  گروه  ،دانشیار.  2

 ایران   تهران،  اسلامی،  آزاد  دانشگاه  شمال،  تهران  زیستی  علوم  دانشکده  شناسی  میکروب  گروه  . استاد ،3

 چکیده 

  بیواکتیو   ترکیبات  تولید  توانایی  و  آیندمی  شمار  به  های زیستیمتابولیت  از  غنی  میکروارگانیسمی  گروه  هاسیانوباکتری  سابقه و هدف:

در  را  ایمونوساپرسیو  و  کش   جلبک  سرطان،ضد  ویروسی،ضد  قارچی،  ضد  باکتریایی، ضد   سمیت   سنجش  حاضر  یمطالعه  دارند. 

 گرفت.  انجام سوری نر هایموش  روی بر سرخانکل منطقه از شده جدا  آنابنا واریابیلیسسیانوباکتری

  با  و شناسایی   جداسازی  انزلی   بندر  تالاب  مرکزی  قسمت  در   سرخانکل  منطقه  از  آنابنا   سیانوباکتری  تحقیق  این   درمواد و روش ها: 

  شدند،   تقسیم  تایی  5  گروه  6  به   نر  سوری  موش  سر  30  حاد،  سمیت  تعیین  برای  .گرفت  صورتSrRNA  16  ملکولی  آنالیز  استفاده

 از  گرممیلی  2000  و  1300و1000  و  700   ،  500   دوزهای  پنجم  اول تا  هایگروه  و  گرفتند  قرار  شاهد   گروه  عنوان  به  ابتدایی  گروه

 5/0   میزان  به   بدن،  وزن  کیلوگرم  هر  ازای  به سالین،  نرمال  در  محلول  شکل  به و  صفاقی  داخل  تزریق  صورت  به  سیانوباکتری را  پودر

 کردند.  دریافت صفاقی داخل تزریق صورت به% 9 سالین نرمال لیترمیلی 5/0  شاهد گروه  کردند،   دریافت لیترمیلی

پس از تزریق مرگ مشاهده نشد، اما درگروه چهارم پس از تزریق آثار عدم تحرک   اول،دوم و سوم  در گروه های شاهد،  یافته ها:

حالی مشاهده شد، تمام  پس از تزریق آثار عدم تحرک و بی های این گروه از بین رفتند، در گروه پنجمعدد از موش  3مشاهده شد و 

های گروه اول بافت کبد بزرگتر از میزان نرمال، افزایش در موش   آسیب شناسی بافتی  هایبررسی در  های این گروه از بین رفتند.  موش

در  گروه دوم بافت کبد از میزان نرمال بزرگتر و دژنره ، اتساع    ، ها مشاهده شدمورفیسم، وزیکولار شدن هپاتوسیتهای پلیهپاتوسیت

آماسی    ها، تراوشنونی از تجمع سلول کا  ها مشاهده شد، در  گروه سوم  بافت کبد سگمنته،سینوزوئیدها و  دژنراتیو نکروز سلول 

بافت کبد بزرگ، دژنره و سگمنته،  و پنجم   ها مشاهده شد و در گروه چهارمای در فضای پورتال و صفحات نامنظم هپاتوسیتهسته تک

 ها مشاهده شد. ها و صفحات نامنظم هپاتوسیتکانونی از تجمع سلول 

  بدن   وزن  کیلوگرم  بر  گرممیلیLD50، 1250  میزان  باشد،می  هپاتوتوکسین   نوع  از  سیانوباکتری  این  در  موجود  سم نتیجه گیری:  

 . شد تعیین

 ، موش نر LD50، آسیب شناسی بافتی، هپاتوتوکسین، کبد، آنابنا واریابیلیس  کلمات کلیدی:  
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Toxicity measurement of Anabaena isolated from Anzali wetland 
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Abstract 

Background: Cyanobacteria are one of the most diverse prokaryotic groups that are widely spread 

around the world. These microorganisms possess special metabolic pathways which make them 

suitable in various aspects such as having access to new compounds with various applications in 

pharmaceutical industry, conducting of scientific research, producing food for humans and 

livestock, and having other aquaculture strengthens. 

Materials and Methods: For the purpose of this study, the Cyanobacteria Anabaena were 

separated and purified from Sorkhankol area in the central part of Anzali wetland. Valid keys and 

16srRNA molecular analysis were carried out as part of the diagnosis process. The toxicity 

examination of the isolated cyanobacteria was conducted on 30 male mice which were divided 

randomly into 6 groups. The first group of mice, considered as the control group, received 0.5 ml 

saline solution, while the other group, considered as the experimental group, received Anabaena 

extract with dosages of 500, 700, 1000, 1300, and 2000 mg/ kg. The extract was dissolved in saline 

solution at a rate of 0.5 ml and intraperitoneally injected to the mice in the experimental group.  

Result: The results obtained from histopathological examination of liver revealed that Anabaena 

toxin is hepatotoxin and its symptoms include; increased hepatocellular polymorphism, vesicular 

hepatocytes, sinusoid dilatation, degenerative cell necrosis, focal accumulation of cells, 

mononuclear inflammatory, and irregular hepatic plates.  

Conclusion: This result show that Amount of LD50 determined 1250 mg/kg. 

Key word: Anabaena, histopathologic,hepatotoxin, liver, LD50 , male mice
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 مقدمه

قادر به سنتز متابولیت های متنوع فعال      آبزی  سیانوباکتریهای

هستند) این1ثانویه  عنوان  میکروارگانیسمها  (.   از   یکی  به 

  شده   شناخته  پروکاریوتی  موجودات  قدیمی ترین  و  مهمترین

  آنچه  با   ترکیبات   این  فعالیت  (.2می آیند)  شمار   به  زمین  در

های  سایر  و   قارچها  باکتریها،  ویروسها،  در   جلبکی  گونه 

به3،4،5،6).است  متفاوت   میشود  مشاهده   دلیل،   همین  (. 

  جدید،   داروهای  تولید  برای  زیادی  پتانسیل  سیانوباکتریها

های  و   تازه   ساختارهای   زیستی  فعالیت  دارای  متابولیت 

ثانویه   یا   اولیه  متابولیت های   میکروارگانیسمها  (. این 7دارند)

  میتوانند  زیست فعال   ترکیبات  به عنوان  که  میکنند   تولید  ای

ها8شوند)  استفاده  صنعت  در سیانوتوکسین   میتوانند  (. 

  شکوفایی   )حاوی  آب  با  تماس  طریق  از  انسانها را  و  حیوانات

  مسمومیت   باعث  است  ممکن  همچنین.  کنند  مسموم  جلبکی(

(.  9،10شوند)  آلوده  غذای  مصرف   طریق  از  غیرمستقیم

 می تواندنیز زیخشکی پستانداران در وحش حیات ومیرمرگ

 در قادرند که گیردمی قرار  سیانوباکتریایی سموم  تأثیر تحت

 سیانوباکتریهای مولد  جمله از  .کنند پیدا تجمع اکوسیستم

آئروژینوزا،  ه  ب توانمی هاسیانوتوکسین  میکروسیستیس 
آفانیزومنون فلوس آکوآ، پلنکتوتریکس آگاردی ای، لینگبیا،  

 سمیت (.11،12،13)کرد شارها نودولاریا، آنابنا و اوسیلاتوریا

. دکر تعیین مختلفی هایروش با توانمی را هاسیانوباکتری

 .هاستموش  در سمیت سطح گیریاندازه ها،روش  این از کیی

 هایموش از هاسیانوباکتری سمیت ارزیابی برای معمولاً

 این در.  شودمی استفاده آزمایشگاهی حیوان  عنوان به  سوری نر

 به و اضافه نمکی محلول  به  سیانوباکتری هایسلول  روش،

 ساعت 24 از پس .شوندمی تزریق صفاقی داخل صورت

 دیدهآسیب هایبافت و تشریح شده هاآن  ها،موش  مشاهده

 (.14،15)دشونمی  بررسی نتایج تحلیل  برای

 

 هامواد و روش 

  جهت  برداشت شد.نمونه آب از منطقه سرخانکل تالاب انزلی 

لیتر  500  حجم  دریایی،  سیانوباکتریهای  جداسازی   میلی 

  عبور  میکرون45/0  منافذ  قطر  با   میلی پور  صافی   از  آب  نمونه

  از  میلی لیتر  500   حاوی   ارلن  به  صافی   کاغذ   سپس.  شد   داده

 Merck Co)شد    داده  انتقال  BG11  کشت  محیط

Germany )  (16،17)  .سانتیگراد   درجه25  دمای  در  هانمونه  

  تناوب   با  لوکس  2500  نور  شدت  رشد،  بهینه  دمای  عنوان  به

 قرار  5/7  معادل   pHو  تاریکی  ساعت  8  و  نور  ساعت  16  نوری

  با   شیکر  از  مایع   کشت  محیط  هوادهی   منظور  به.  گرفتند

های   و  rpm 150دور آزمون18)شد    استفاده  هوا  پمپ   .)  

جامد    BG11محیط کشت    سپس  سریالی انجام شد.    رقتهای

آنتی به منظور حذف  نیستاتین  بیوتیک  ساخته شد و سپس 

نیز  قارچی    هایآلودگی  برای   میداسیکلوهگزبیوتیک  آنتیو 

آلودگی شدند. حذف  اضافه  کشت  محیط  به  باکتریایی    های 

استریل    10درون   رقت میلی  1پلیت  از  هرکدام  از  های  لیتر 

  BG11محیط کشت  لیتر  میلی15مربوطه ریخته و به هرکدام  

ها با حرکت دورانی تکان  ها اضافه شد و سپس پلیتبه پلیت

داده شد و در حالت ساکن قرار داده شدند تا خنک شده و  

ساعت    16گراد و تناوب نوری  درجه سانتی25سپس در دمای  

و   نوری    8روشنایی  شدت  و  تاریکی  لوکس   2500ساعت 

از  (.  19گرفتند)قرار  استفاده  با  سیانوباکتری  شناسایی 

 ویژگیهایو   SrRNA  16کلیدهای معتبر و آنالیز ملکولی  

شد) آن ظاهری  یا مورفولوژی رشد   (.  20،21انجام  از  بعد 

، برای مشاهده مستقیم    BG11سیانوباکترها در محیط کشت  

 میکروب گروه  استادیار، مسئول:  سندهیون

  شمال، تهران زیستی علوم دانشکده  شناسی

 ایران  تهران، اسلامی، آزاد دانشگاه

 :ک یالکترون آدرس

mdm_358@yahoo.com   

 15/01/1404مقاله:  افتیدر خیتار

 17/05/1404: رشیپذ خیتار
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ها، لام تهیه گردید و  ی رشد کرده درون ارلنهایسیانوباکتر

با روش رنگ آمیزی ساده رنگ شدند و در زیر میکروسکوپ   

بررسی شدند. آنالیز مولکولی با     1۰۰Xنوری و بزرگنمایی   

(. 22انجام شد) Marmurروش 

 ها انجام شد. برای سیانو باکتری  CAYN1281Rو   CYAN738با استفاده ازپرایمرهای اختصاصی  PCRواکنش 

Primer Name  Sequence 5 to 3  

CYAN738F  ATACCCCWGTAGTCCTAGC  

CYAN1281R  GCAATTACTAGCGATTCCTCC  

 

سیانوباکتریایی   توده  کردن  لیوفیلیزه  منظور  توده  به  به 

شده گلوتامات سدیم افزوده شد، سپس به  سیانوباکتری کشت

دستگاه افزوده شد و  منجمد شد و سپس در خلا  و در فشار  

پایین خشک شد، در این مرحله توده سیانوباکتریایی به حالت  

 پودری یکنواخت درآمد. 

 نژاد  نر  های موش  از  سر  30برای آزمون سنجش حساسیت  

دانشگاه   حیوانات خانه ازگرم  25 تقریبی وزن با سفید سوری

تایی تقسیم شدند،    5گروه    6به    شدند، تهیه علوم پزشکی ایران

گروه و  گرفتند  قرار  شاهد  گروه  عنوان  به  ابتدایی  های  گروه 

دوزهای   پنجم  و  چهارم  و  سوم  و    700،    500اول،دوم، 

گرم از پودر سیانوباکتری )تولید میلی  2000و    1300و1000

تزریق داخل   به صورت  را  لیوفیلیزاسیون(  عمل  توسط  شده 

صفاقی و به شکل محلول در نرمال سالین، به ازای هر کیلوگرم  

لیتر دریافت کردند، گروه شاهد   میلی  5/0وزن بدن،  به میزان   

% به صورت تزریق داخل صفاقی  9لیتر نرمال سالین  میلی  5/0

پایان  دریافت کردند، موش از تزریق تا  از   24ها پس  ساعت 

قرار  مراقبت  آب و مرگ تحت  میزان مصرف  رفتاری،  لحاظ 

درد کشته شدند و کبد  ها با قطع نخاع بیموش(.   23گرفتند )

ها در فرمالین  نمونه  .شناسی جدا شدها برای بررسی بافتآن 

سپس  ثابت  10٪ و  شفاف  شدند  زایلن،  آبگیری،  با  سازی 

- آمیزی هماتوکسیلینگیری و رنگبا پارافین، برش گیریقالب

 انجام شد. ئوزین ا

بین  شدن  مشخص  برای تلفات  مختلف  میزان  های  با    گروه 

 دریافتی از آزمون دقیق فیشر استفاده شد.  توجه به دوز

 یافته ها 

                                                          

 هتروسیست                                                                                    

 آکینت تخم مرغی شکل                                                                                                        

های تسبیح به دنبال هم های رویشی مانند دانه : سلول آنابنا  سیانوباکتریمیکروسکوپی     های . تصویر میکروسکوپی سیانوباکتری: ویژگی 1شکل

 ها به صورت مارپیچ است. های رویشی قرار گرفتند،تریکوم لای سلول بهمرغی  و هتروسیست در لاتخم  قرار گرفتند، آکینت
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   آنابنا واریابیلیس % با سویه  100نوکلئوتید به میزان    534نشان دادند سویه مذکور با    SrRNA  16نتایج حاصل از توالی خوانی ژن  

 (. 24،25قرابت فیلوژنی دارد)

CCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA 

AGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACAT 

GTCGCGAATCTTCTTGAAAGGGAAGAGTGCCTTAGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATG 

GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCG 

  TTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG 

AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACA 

ATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCGTAAACCGTAGCTC 

AGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGG 

  

 انجام گرفت(   sangerیابی بر اساس روش  )توالی  16SrRNA یابی شده از ژن  توالی  نوکلئوتید  534

 

های سنجش سمیت نشان داد، .در گروه نتایج حاصل از بررسی 

کردند   دریافت  فیزیولوژی  سرم  فقط  شاهد    و شاهد)گروه 
  500های اول)با میزان دوز دریافتی  دریافت نکردند( و گروه

گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن( و دوم)با میزان دوز میلی

و میلی  700دریافتی   بدن(  وزن  کیلوگرم  هر  ازای  به  گرم 

دریافتی   دوز  میزان  هر میلی  1000سوم)با  ازای  به  گرم 

گونه  هیچآنابنا واریابیلیس  کیلوگرم وزن بدن( پس از تزریق و  

های تیماری فقط آثار  مرگ ومیری مشاهده نشد)در این گروه

درگروه   اما  شد(،  مشاهده  کبدی  بافت  هیستوپاتولوژیکی 

دریافتی   دوز  میزان  با  هر  گرمیلی  1300چهارم  ازای  به  م 

ابتدا آثار    آنابنا واریابیلیس کیلوگرم وزن بدن( پس از تزریق  

و  در عرض   مشاهده شد  از   3ساعت    24عدم تحرک  عدد 

های این گروه از بین رفتند، در گروه پنجم)با میزان دوز موش

گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن( پس  میلی  2000دریافتی  

واریابیلیساز تزریق   آثار عدم تحرک و بی   آنابنا  حالی  ابتدا 

های این گروه  ساعت تمام موش  24مشاهده شد و  در عرض  

 از بین رفتند.

 های گروه آزمایش: علائم آسیب شناسی بافتی در موش

اندازه کبد طبیعی و شکل   : های گروه شاهدعلائم در موش 

 های طبیعی مشاهده شدند. هپاتوسیت  آن نرمال است،

های گروه اول: بافت کبد بزرگتر از میزان نرمال  علائم در موش

هپاتوسیت افزایش  پلیاست،  شدن  های  وزیکولار  مورفیسم، 

 ها مشاهده شد.  هپاتوسیت

های گروه دوم: بافت کبد از میزان نرمال بزرگتر  علائم در موش

ها  و دژنره است، اتساع سینوزوئیدها و  دژنراتیو نکروز سلول 

 مشاهده شد. 

های گروه سوم:  بافت کبد سگمنته شده است، علائم در موش

ای در هستههای آماسی تکها، تراوشکانونی از تجمع سلول

 ها مشاهده شد.  فضای پورتال و صفحات نامنظم هپاتوسیت 

پنجم:   های گروه چهارمعلائم در موش بافت کبد بزرگ،    و 

سلول تجمع  از  کانونی  است،  شده  سگمنته  و  و  دژنره  ها 

 ها مشاهده شد. صفحات نامنظم هپاتوسیت

 



 یفصلنامه ی تازه های زیست فناوری میکروب

 
 

39 
 

 

 . نتایج سنجش سمیت1جدول 

 

 گروه

 

دوز دریافتی بر  

 گرم حسب میلی

 

 

تعداد  

 تلفات 

 

درصد وزن کبد به وزن  

 بدن 

 

 علائم ماکروسکوپی 

 

 

 

 

 علائم میکروسکوپی 

اندازه کبد طبیعی و شکل آن   07/0 - سرم فیزیولوژی  شاهد 

 نرمال است 

 های طبیعیهپاتوسیت

 

 اول

 

500 

 

 

- 08/0  

بافت کبد بزرگتر از میزان  

 نرمال 

های  افزایش هپاتوسیت

 مورفیسم،پلی

 ها وزیکولار شدن هپاتوسیت

 700 دوم

 

بافت کبد از میزان نرمال   1/0 -

 بزرگتر و دژنره است 

 اتساع سینوزوئیدها، 

 ها دژنراتیو نکروز سلول

 

 

 سوم 

 

1000 

 

 

 

- 

 

 

12/0 

 

 

 بافت کبد سگمنته شده است 

 ها، کانونی از تجمع سلول

ای در  هستههای آماسی تکتراوش

 فضای پورتال، 

 ها صفحات نامنظم هپاتوسیت

 

 

 چهارم 

 

1300 

3 

 عدد

 

 

17/0 

 

بافت کبد بزرگ، دژنره و  

 سگمنته شده است 

 

 ها، کانونی از تجمع سلول

 ها صفحات نامنظم هپاتوسیت
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 پنجم

 

 

2000 

 

 

5 

 عدد

 

 

 

 

17/0 

 

بافت کبد بزرگ، دژنره و  

 سگمنته شده است 

 

 ها، کانونی از تجمع سلول

 ها صفحات نامنظم هپاتوسیت

 

 

                                                           

 های گروه شاهد تصویر مربوط به بافت کبد در موش                                                     

 اندازه کبد طبیعی و شکل آن نرمال است                                                   

 

                                                       

 الف(

                                              

 ب(                                           ج( 
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 آسیب شناسی بافتی  . نتایج2شکل                                                       

 )بافت کبد بزرگتر از میزان نرمال است(  های گروه اولتصویر مربوط به بافت کبد در موش   الف(

 های گروه دوم )بافت کبد از میزان نرمال بزرگتر و دژنره است( تصویر مربوط به بافت کبد در موش    ب(

 های گروه سوم )بافت کبد سگمنته شده است( تصویر مربوط به بافت کبد در موش   ج(

 .گرفتند قرار بررسی مورد و  شدند انتخاب بصورت تصادفی تحت مطالعه های  گروه در کبد  بافت های آسیب

 های مورد آزمایشهای تهیه شده از بافت کبد موش . رنگ آمیزی برش 3شکل  

 

                                          

 شوند های طبیعی در شکل مشاهده می های گروه شاهد: هپاتوسیتتصویر مربوط به برش بافت کبد در موش               

                                       

 های گروه اول:  تصویر مربوط به برش بافت کبد در موش                                     

 مورفیسمهای پلی افزایش هپاتوسیت  ❖

 ها وزیکولار شدن هپاتوسیت  ❖
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 های گروه دوم:  تصویر مربوط به برش بافت کبد در موش                                    

 اتساع سینوزوئیدها  ❖

 هادژنراتیو نکروز سلول  ❖

                                   

 های گروه سوم:  تصویر مربوط به برش بافت کبد در موش                                  

 هاکانونی از تجمع سلول  ❖

 ای در فضای پورتال هستههای آماسی تکتراوش  ❖

 هاصفحات نامنظم هپاتوسیت  ❖

 

گرم بر کیلوگرم وزن بدن  میلی1250ساعت    24در تزریق داخل صفاقی موش پس از  آنابنا واریابیلیس   سیانوباکتری    LD50میزان

 به دست آمد. 
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 در تزریق داخل صفاقی     LD50های سوری نر: میزانبر موش آنابنا واریابیلیس  سیانوباکتری      LD50. میزان4شکل

(. برای مشخص  >0001/0p، تفاوت آماری معناداری در میزان تلفات با توجه به میزان دوز دریافتی وجود دارد )2با توجه به جدول

شدن تفاوت بین سطوح مختلف دوز دریافتی، دوزهای مختلف دو به دو با هم مقایسه شدند و آشکار گردید میزان تلفات در دوز  

با    1300(. تفاوت آماری معناداری در میزان تلفات دوز  ˂014/0pو کمتر است )1000به صورت معناداری بیشتر از دوزهای    2000

 (.  ˂167/0pمشاهده نشد ) 2000و کمتر همچنین دوز 1000دوزهای 

 ها با توجه به میزان دوز دریافتی. مقایسه میزان تلفات موش 2جدول  

 گروه
 آزمون دقیق فیشر  تلفات دارد تلفات ندارد 

P-value  درصد تعداد  درصد تعداد 

 0 0 100 5 شاهد 

0001/0< 500 5 100 0 0 

700 5 100 0 0 
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1000 5 100 0 0 

1300 2 40 3 60 

2000 0 0 5 100 

 

 نتیجه گیری 

ها هنوز به طور کامل در زمینه ی فعالیت های  سیانوباکتری

ضد قارچی مورد مطالعه قرار نگرفته اند و مطالعات کمی در  

 اهمیت و فراوانی به توجه با  این خصوص انجام گرفته است،

در این   گیلان استان  یها تالاب میکروفلور در  هایرسیانوباکت

تالاب بومی  آنابنا،  جنس  سیانوباکتری  گیلان  بررسی  های 

ی انجام شده سیانوباکتری آنابنا از  در مطالعهجداسازی شد.  

منطقه سرخانکل در قسمت مرکزی تالاب بندر انزلی تا عمق 

متری جداسازی شد، قاسمی و همکاران نیز در سال  سانتی  50

ها از مناطق ساحلی  به منظور جداسازی سیانوباکتری  2003

برداری نمودند و این مناطق را مناسب تر از دریای خزر نمونه 

در این پژوهش جهت    (.2نواحی دور از ساحل اعلام نمودند)

استفاده شد،    BG11ها از محیط  ازدیاد و رشد سیانوباکتری

از این محیط    1971و همکاران در سال    Stanierاولین بار  

تفاده نمودند و از آن به بعد این ها اسبرای کشت سیانوباکتری 

جداسازی   و  رشد  جهت  مغذی  محیط  بعنوان  کشت  محیط 

کار گرفته شد)سیانوباکتری به  و  پژوهش  16ها معرفی  (. در 

از کلیدهای   استفاده  با  نمونه  در  حاضر سیانوباکتری موجود 

تا سطح جنس    SrRNA  16شناسایی معتبر و آنالیز ملکولی  

  SrRNA  نتایج حاصل از توالی خوانی ژن  و گونه انجام شد،  

%  100نوکلئوتید به میزان    534نشان دادند سویه مذکور با  16

واریابیلیس  با سویه   و    William  قرابت فیلوژنی دارد.آنابنا 

سال   در  روش  2006همکاران  از  ترکیبی  داشتند  های  بیان 

و روش مبنای خصوصیات ظاهری  بر  ملکولی  شناسایی  های 

می مناسب  داشتند بسیار  اظهار  آنها  راستا  همین  در  باشد، 

های  های اخیر اعتبار برخی از جنساطلاعات ملکولی در سال

سودوآنابنا، اسپیرولینا، میکروسیستیس سیانوباکتریایی نظیر  
  Hongmei(، درحالیکه  26نماید)را ثابت می  پلنکتوتریکس  و

اظهار داشتند استفاده از اطلاعات    2005و همکاران در سال  

ناسازگاری بین اطلاعات مورفولوژیکی   SrRNA  16ملکولی  

می ایجاد  ملکولی  مطالعه27نماید)و  در  سنجش (.  حاضر  ی 

شده از منطقه سرخانکل بر روی   جداآنابنا واریابیلیس  سمیت  

بیشترین میزان مرگ ومیر های نر سوری انجام گرفت،  موش

گرم بر کیلوگرم وزن بدن  میلی  2000مربوط به دوز دریافتی  

تفاوت آماری معناداری در میزان تلفات با توجه    دست آمد.به

نتایج حاصل    (.>0001/0p) به میزان دوز دریافتی وجود دارد  

نشان داد سم موجود در این سیانوباکتری از نوع هپاتوتوکسین 

 مورد تیمارهای   گروه در کبد بافت های آسیبباشد،  می

شامل:  گرفتند قرار بررسی علائم  هپاتوسیت،  های  افزایش 

هپاتوسیتپلی شدن  وزیکولار  اتساع  مورفیسم،  ها، 

سلول  نکروز  دژنراتیو  تجمع سینوزوئیدها،  از  کانونی  ها، 

تراوشسلول  پورتال،  هسته های آماسی تکها،  ای در فضای  

 ها  مشاهده  شد.  صفحات  نامنظم  هپاتوسیت
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همسو با پژوهش حاضر   1996در سال      Sivonenتحقیقات  

سیانوباکتری   نمود  بیان  او  دریاچه بود،  از  شده  جدا  های 

Ladoga     50حاوی میکروسیستین با میزان سمیت بالای 

میکروگرم بر کیلوگرم هستند، همچنین او اظهار داشت اغلب 

عمق یوتروفیک قسمت جنوبی ها از نواحی کممیکروسیستین 

  Abdel-raouf(. در پژوهشی مشابه  28اند)دریاچه جدا شده

سال    Ibraheemو   عصاره    2007در  دادن  نشان 

سیانوباکتری  اتیلدی واریابیلیس  استات  از آنابنا  شده  جدا 

   El-Fayoumدر اطراف شهر    Koom Osheemaبیابان  

و   بوده  نوروتوکسیک  اثرات   67/264آن    LD50دارای 

میمیلی کیلوگرم  بر  حاضر  29باشد)گرم  پژوهش  نتیجه   .)

گرم بر  میلی LD50 1250آنابنا واریابیلیس   میزاننشان داد 

   Lawtonکه با توجه به نتایج     کیلوگرم وزن بدن تعیین شد

و همکاران در    Lawtonشود،  و همکاران غیر سمی تلقی می

سموم سیانوباکتری   LD50بیان داشتند میزان    1994سال  

 (:30شود)بندی میبه شکل زیر طبقه 

 : غیر سمی  1000بیشتر از 

 سمیت کم :1000-500

 سمیت متوسط  :500-100

 سمیت بالا :100کمتر از 

بررسی از  حاصل  سم نتایج  داد  نشان  هیستوپاتولوژیک  های 

می هپاتوتوکسین  نوع  از  سیانوباکتری  این  در  باشد،  موجود 

شامل:   هپاتوسیت علائم  پلیافزایش  وزیکولار  های  مورفیسم، 

هپاتوسیت  سینوزوئیدها،ها،  شدن  نکروز   اتساع  دژنراتیو 

سلول سلول  تجمع  از  کانونی  آماسی  تراوش  ها،ها،  های 

  ها صفحات نامنظم هپاتوسیت   ای در فضای پورتال،هسته تک

شد.  میزان    مشاهده  بر  میلی50LD  1250همچنین  گرم 

 کیلوگرم وزن بدن تعیین شد. 
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شده: ارزیابی و مقایسه  های مدفوع با استفاده از بافر لیز طراحی از نمونه  RNAسازی استخراج بهینه

 با کیت تجاری 

 5، مریم رجب نژاد4، فاطمه اشرفی3، عباس اخوان سپهی* 2، لیلا عظیمی1حنان خدائی

 دانشجوی دکتری، گروه میکروبیولوژی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران  .1

 دانشیار، مرکز تحقیقات عفونی اطفال، پژوهشکده سلامت کودکان، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران  .2

 استاد، گروه میکروبیولوژی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران  .3

 استادیار، گروه میکروبیولوژی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران  .4

 استادیار، مرکز تحقیقات عفونی اطفال، پژوهشکده سلامت کودکان، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران  .5

 

 چکیده 

های ترکیب شیمیایی مدفوع، یک چالش  ها و پیچیدگیهای مدفوع به دلیل وجود مهارکنندهاز نمونه  RNA استخراج   و هدف:  سابقه

سازی یک بافر لیز  رود. هدف این مطالعه، طراحی و بهینه زای دستگاه گوارش به شمار میعمده در تشخیص مولکولی عوامل بیماری

 .های مدفوع و مقایسه عملکرد آن با کیت تجاری می باشد کامل از نمونه  RNA کارآمد برای استخراج

آوری شد. بافر لیز بر اساس  های مختلف بیمارستان کودکان مفید جمعهای مدفوع از بیماران بستری در بخش نمونه  ها:مواد و روش

تیوسیانات،   استخراج شامل تغییر CTAB و   Tris-HCl  ،EDTAترکیبات گوانیدینیوم  لیز،    در تهیه گردید. شرایط  بافر  مقادیر 

شده و استفاده  شده با استفاده از بافر لیز طراحیاستخراج   RNAدر سه حالت مختلف بررسی شد. کیفیت   RNA و حامل K پروتئیناز

شده با  استخراج    RNAبا کیفیت     Real-Time PCR وتکنیک Qubit از ستون های استخراج سیلیکونی، با استفاده از دستگاه

 از ژن کنترل داخلی   Real-Time PCR استفاده از کیت تجاری بر پایه بید مغناطیسی، مورد مقایسه قرار گرفت. به منظور انجام

RNase P  های ویروسی، ژن E و S ویروس SARS - CoV-2  استفاده گردید. 

میکرولیتر پروتئیناز    60و     RNAمیکرولیتر حامل    20میکرولیتر بافر لیز طراحی شده،    600حالت بهینه استخراج در ترکیب    ها:یافته

K  به دست آمد. در این شرایط، میانگین مقادیر Ct  هایبرای ژن RNase P  ،S و E کمتر از کیت تجاری بود و غلظت RNA  نیز

 .گیری شدبالاتر اندازه

های  از نمونه  RNAشده، کارایی بالاتری نسبت به کیت تجاری در استخراج  : روش استخراج با استفاده از بافر لیز طراحیگیرینتیجه

 تواند به عنوان جایگزین مقرون به صرفه در تشخیص مولکولی به کار رود. مدفوع داشت و می

 ، بافر لیزSARS-CoV-2، نمونه مدفوع، RNAاستخراج  کلمات کلیدی:
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Abstract 

Background and Objective: Extracting RNA from stool samples poses a major challenge in the 

molecular diagnosis of gastrointestinal pathogens due to the presence of inhibitors and the complex 

chemical composition of feces. This study aimed to design and optimize an efficient lysis buffer 

for extracting intact RNA from stool samples and to compare its performance with that of a 

commercial kit. 

Materials and Methods: Stool samples were collected from patients hospitalized in various wards 

of Mofid Children’s Hospital. The lysis buffer was prepared using guanidinium thiocyanate, Tris-

HCl, EDTA, and CTAB. Extraction conditions were tested by varying the amounts of lysis buffer, 

proteinase K, and RNA carrier across three different setups. The quality of RNA extracted using 

the designed lysis buffer combined with silica spin columns was evaluated by Qubit and Real-

Time PCR and compared to RNA extracted using a commercial magnetic bead-based kit. For Real-

Time PCR, the internal control gene RNase P and SARS-CoV-2 viral genes E and S were 

employed. 

Results: The optimal extraction condition consisted of 600 µL of the designed lysis buffer, 20 µL 

of RNA carrier, and 60 µL of proteinase K. Under these conditions, the average Ct values for 

RNase P, S, and E genes were lower than those obtained with the commercial kit, and RNA 

concentration was also higher. 

Conclusion: The extraction method using the designed lysis buffer demonstrated higher efficiency 

than the commercial kit for RNA extraction from stool samples and can serve as a cost-effective 

alternative in molecular diagnostics. 

Keywords: RNA extraction, stool sample, SARS- CoV-2, lysis buffer. 
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 مقدمه 

، یکی از مراحل   RNA  ویژهاستخراج اسیدهای نوکلئیک، به

به  اپیدمیولوژیک و مولکولی  کلیدی در مطالعات تشخیصی، 

می تک به  RNAد.  روشمار  مولکولی  نقش رشته عنوان  ای، 

کند.  ها ایفا میاساسی در انتقال اطلاعات ژنتیکی و بیان ژن

ویروس  حوزه  شناسایی  در  از  RNA شناسی،  ویروسی 

های بالینی، گامی حیاتی برای تشخیص سریع و دقیق  نمونه 

میبیماری محسوب  کمیت  شود.  ها  و     RNAکیفیت 

های  طور مستقیم بر دقت و حساسیت آزمونشده، بهاستخراج 

تکنیک بر  نوکلئیکمبتنی  اسیدهای  تکثیر      مانند های 

Real- Time PCR   های اخیر،  . در سال(1)تأثیرگذار است

و نیاز فوری به   (SARS-CoV-2) گیری ویروس کروناهمه

های سریع شناسایی آن، موجب تمرکز گسترده بر توسعه روش

دلیل  های مدفوع بهشده است. نمونه  RNA   و دقیق استخراج

ردیابی   تر  قابلیت  وطولانی  مطالعات   همچنین  ویروس 

اپیدمیولوژیک در مراحل ابتدایی و انتهایی عفونت، مورد توجه 

ها  از این نوع نمونه  RNA   اند. با این حال، استخراج قرار گرفته

ها در نمونه مدفوع،  دلیل ترکیب پیچیده و حضور مهارکنندهبه

های بیولوژیکی است مدفوع یکی از نمونه .برانگیز استچالش

از دیرباز برای تشخیص عوامل عفونی به پاتوژنکه  های  ویژه 

با ظهورروده است.  قرار گرفته  استفاده  -COVID ای مورد 

داده19 نشان  متعددی  شواهد  که،   ویروس RNA اند 

SARS-CoV-2     تستحتی که  منفی  زمانی  تنفسی  های 

های مدفوع بیماران وجود داشته می تواند در نمونه  ،شوندمی

های مدفوع را در  . این ویژگی، ارزش بالینی نمونه( 3,  2)باشد

فاضلاب   پایش  و  بهبودی  روند  پیگیری  بیماران،  شناسایی 

داده  افزایش  محیطی  اپیدمیولوژی  مطالعات  جهت  شهری 

. با این حال، ماهیت فیزیکی و شیمیایی مدفوع،  (5,  4)است

ها، اسیدهای صفراوی،  ای مانند چربیکه شامل مواد پیچیده

کننده  های تخریبساکاریدها، فلور میکروبی متنوع و آنزیمپلی

استخراج است،  نوکلئیک  میRNA   اسید  دشوار  کند.  را 

مهارکننده ترکیبات،  این  از  واکنشبسیاری  قوی  های  های 

نظیر کامل،   PCR آنزیمی  حذف  عدم  صورت  در  و  هستند 

توانند باعث نتایج منفی کاذب یا کاهش حساسیت آزمون می

های  از نمونه   RNA ترین موانع استخراجیکی از مهم .(6)شوند

صورت ها بهاست. این آنزیم  RNase مدفوع، حضور آنزیم های  

را   RNA سرعتطبیعی در دستگاه گوارش وجود دارند و به

می و  تخریب  معلق  ذرات  وجود  این،  بر  علاوه  کنند. 

های سیلیکونی یا  ساکاریدهای محلول باعث انسداد ستونپلی

. همچنین، تنوع  (7)شودکاهش کارایی بیدهای مغناطیسی می

های یک  ترکیب شیمیایی مدفوع بین افراد و حتی در نمونه 

فرد در روزهای مختلف، می تواند باعث تغییرپذیری بالا در  

روش گرددکارایی  استخراج  معمولاً    هایکیت  .های  تجاری 

مانند  chaotropic ها، از ترکیباتبرای حذف این مهارکننده

ی شستشو با محتوای اتانول و  گوانیدینیوم تیوسیانات، بافرها

چندمرحله  میشستشوی  استفاده  این،  ای  وجود  با  کنند. 

این   نمونه  ها کیتکارایی  از در  کمتر  گاهی  مدفوع  های 

سادهنمونه  استهای  بینی  سواب  یا  خون  مانند   .  (7)تر 

باند  روش توانایی  اساس  بر  سیلیکونی  ستون  بر  مبتنی  های 

 هایشدن اسیدهای نوکلئیک به سطح سیلیکا در حضور نمک

chaotropic   می شدن،    . (8)کنندکار  باند  از    طی پس 

بافر    RNA ها حذف شده و  شستشوهای متوالی، آلاینده با 

شود. از مزایای این می شسته    RNase-freeنمک یا آب  کم

روش ها می توان به سرعت بالا، سهولت کاربری و حداقل نیاز  

همچون  معایبی  آن  کنار  در  البته  کرد.  اشاره  تجهیزات  به 

حساسیت به گرفتگی ستون و کاهش راندمان در حضور ذرات 

های مبتنی  . در روش(8)ها نیز وجود داردجامد و مهارکننده
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کننده  شده با مواد متصلدادههای پوششبر بید مغناطیسی بید 

، اسید نوکلئیک  chaotropic   های، در حضور نمک  RNA   به

می جذب  مغناطیسی،  را  میدان  اعمال  با  سپس  کنند. 

انجام شده و  شود. استخراج می  RNA جداسازی و شستشو 

از نمونه    RNAاین روش دراغلب کیت های تجاری  استخراج  

از مزایای این روش می توان به قابلیت    .رودکار میمدفوع به

اتوماسیون و کاهش خطر آلودگی اشاره کرد اما متاسفانه این  

خاص  تجهیزات  به  نیاز  و  است  بالایی  هزینه  دارای  روش 

کیت(9)دارد بالای  هزینه  به  توجه  با  وارداتی،  .  های 

هایی  های دسترسی در شرایط تحریم و نیاز به روشمحدودیت

همه )مانند  بحران  شرایط  در  باشند،  گیری که  اجرا  قابل  ها( 

بهینه و  روش طراحی  ویژهسازی  اهمیت  بومی  پیدا  ای  های 

لیز طراحیاندکرده بافرهای  اساس ترکیبات موجود .  بر  شده 

هزینه و قابل اطمینان  توانند جایگزینی کمدر بازار داخلی، می

بومی  های تجاری باشند. علاوه بر این، روشبرای روش  های 

بهینه  و  تغییر  شرایط  امکان  نمونه،  نوع  با  متناسب  سازی 

آورند. این موضوع آزمایشگاهی و تجهیزات موجود را فراهم می

تواند  رو هستند، میدر کشورهایی که با محدودیت منابع روبه

آزمایشگاه ظرفیت  افزایش  انتظار  موجب  زمان  کاهش  و  ها 

به  .بیماران شود لیز،  اولین مرحله  بافر  استخراج اسید عنوان 

از سلول   نوکلئیک  تخریب  در  حیاتی  نقش  ها،  نمونه، 

آنزیمغیرفعال تخریبسازی  آزادسازی    RNA کنندههای  و 

ترکیبات دارد.  نوکلئیک  مانند   chaotropic اسیدهای 

ها،  ها و آنزیمگوانیدینیوم تیوسیانات با دناتوره کردن پروتئین

تخریب عوامل میRNA   مانع  با  ماده  این  ترکیب  شوند. 

مانند پلیCTAB  شوینده  حذف  توانایی  که  و  ،  ساکاریدها 

می دارد،  را  نمونه لیپیدها  از  استخراج  کارایی  های  تواند 

افزایش دهدپیچیده . همچنین،  (11,  10)ای مانند مدفوع را 

حامل نمونه به RNA افزودن  در  غلظت  ویژه  با  هایی 

 . تواند به افزایش بازدهی استخراج کمک کندمی  RNAپایین

پروتئین K پروتئیناز هضم  با  همراهنیز  و   RNA های 

بهبود  PCR  هایمهارکننده را  نهایی  محصول  کیفیت   ،

پیشرفت  .بخشدمی وجود  فناوریبا  در  توجه  قابل  های  های 

فرآیند استخراج  های موجود در  ، هنوز روش RNA  استخراج

رو های متعدد روبههای مدفوع با چالشنمونه  از  اسید نوکلئیک

های تجاری، نیاز به تجهیزات خاص،  هستند. هزینه بالای کیت

محدودیت این  و  از  گسترده  استفاده  مانع  واردات،  های 

میفناوری کشور  تشخیصی  مراکز  از  بسیاری  در  شود.  ها 

با هزینه کمتر و   بتواند  بومی که  توسعه یک روش  بنابراین، 

بالا،   مهارکننده  RNAراندمان  از  عاری  و  را  ها  باکیفیت 

هدف از این پژوهش، طراحی و    .استخراج کند، ضرورت دارد

بافر لیز کارآمد بر پایه ترکیبات در دسترس،   سازی یکبهینه 

استخراج   نمونه   RNAبرای  از  مقایسه  کامل  و  مدفوع  های 

.  استکارایی آن با یک کیت تجاری مبتنی بر بید مغناطیسی  

و ارزیابی عملکرد در   RNAها با سنجش غلظت  کارایی روش

ژن  Real-Time PCRفرآیند   کنترل برای  و  ویروسی  های 

 داخلی بررسی گردید. 

 

 

 هامواد و روش 

 هاآوری نمونهطراحی مطالعه و جمع

مطالعه   این  در   100در  بستری  بیماران  از  مدفوع  نمونه 

های ویژه نوزادان های اورژانس، عفونی، گوارش و بخشبخش

و اطفال بیمارستان کودکان مفید، دانشگاه علوم پزشکی شهید  

جمع  رضایت بهشتی،  اخذ  با  مراحل  تمامی  گردید.  آوری 

اخلاق  کد  طبق  و  آنان  والدین  یا  بیماران  از   آگاهانه 

(IR.SBMU.RICH.REC.1400.038)  انجام شد. 

 ها سازی نمونهآماده

جمعنمونه  از  پس  مدفوع  استریل، های  ظروف  در  آوری 

در  مستقر  اطفال  عفونی  تحقیقات   مرکز  به  بلافاصله 

 بیمارستان کودکان مفید منتقل و تا زمان آزمایش در دمای

سانتیگراد  -80 استخراج،  درجه  زمان  در  شدند.  نگهداری 

رسانده نمونه  اتاق  دمای  به  استریل  شده   ها  آب  با   و 

RNase/DNase-free    نسبت )وزنی/حجمی(   1:5به 

ابتدا  همگن مدفوع،  خالص  وزن  تعیین  برای  شدند.  سازی 

به  میکروتیوب  نمونه  مشخصی  مقدار  سپس  شده،  توزین  ها 

 .ها اضافه و مجدداً توزین شدندآن 

 ترکیب و تهیه بافر لیز 
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مواد پایه  بر  مطالعه  این  اختصاصی  لیز  و  chaotropic بافر 

ذکر    1های قوی تهیه شد. ترکیب نهایی بافر در جدول  شوینده

 شده است. 

 

 

 . ترکیبات بافر لیز 1جدول  

غلظت )میلی   نام ماده

 مول(  

حجم/وزن  

 )گرم( 

گوانیدینیوم  

 2تیوسیونات

1016 120 

Tris-Cl (0.1 M, 

pH = 6.4) 

10 567/1 

(0.5 M,  3EDTA

pH = 8.0) 
50 612/18 

ستیل تری متیل  

 4آمونیوم بروماید

2/4 48/1 

 

میلی لیتر آب   60در   Tris-Cl گرم  576/1در یک ارلن مایر  

میزان شد.  حل  مداوم  زدن  هم  با  استریل  با  pH دیونیزه 

هیدروکساید   سدیم  محلول  از  روی    1/0استفاده    4/6مولار 

از آب دیونیزه و خالص به حجم   استفاده  با  تنظیم و سپس 

 .میلی لیتر رسید 100

کامل   120 طور  به  و  شد  وزن  تیوسیانات  گوانیدینیوم  گرم 

و با کمک    شد Tris-Cl مستقیما وارد محلول ساخته شده از

  .درجه سانتیگراد حل شد  65حمام اولتراسونیک  در دمای  

میلی لیتر   80با   EDTA گرم  612/18در یک ارلن مایر دیگر  

محلول با استفاده   pH آب دیونیزه و خالص حل شد و همزمان

.  گردیدتنظیم    8مولار روی    1/0از محلول سدیم هیدروکساید  

محلول   و    کرده فیلتر  را  سپس  دیونیزه  آب  از  استفاده  با  و 

میلی   8/8سپس    رسانیم،میمیلی لیتر  100خالص به حجم  

از محلول  تیوسیانات     EDTA لیتر  به محلول گوانیدینیوم 

میلی   100در   CTABگرم از  48/1در پایان   .اضافه گردید

به   و  اضافه شد  نهایی  به محلول  و  آب دیونیزه مخلوط  لیتر 

 
2 Guanidinium thiocyanate 
3 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

تا محلولی کاملا یکنواخت حاصل شود.   گردید خوبی مخلوط  

پروتئین  کردن  دناتوره  در  تیوسیانات  و  گوانیدینیوم  ها 

یون   RNase   ،EDTA سازیغیرفعال مهار  های  در 

تثبیت  Trisدوظرفیتی،   حذف   CTAB و pH در  در 

 . نقش دارندساکاریدها و لیپیدها، پلی

 سازیطراحی شرایط استخراج و بهینه

به منظور تعیین بهترین شرایط استخراج، مقادیر متفاوت بافر  

انتخاب   RNAحامل  به عنوان    Poly-Aو   K لیز، پروتئیناز

حالت    27( و بر روی پنج نمونه با در نظر گرفتن  2شد )جدول  

 (. 3مختلف مورد بررسی قرار گرفت )جدول 

 

. حجم مواد متغیر استفاده شده در بهینه سازی کیت  2جدول  

 استخراج 

حجم حامل   Kحجم پروتئیناز 
RNA 

 حجم بافر لیز 

  300 میکرولیتر 5 میکرولیتر  15

 میکرولیتر 

  600 میکرولیتر 10 میکرولیتر  30

 میکرولیتر 

  900 میکرولیتر 20 میکرولیتر  60

 میکرولیتر 

 

 

 

 

( درنظر گرفته شده برای بهینه سازی  1  -27های ). حالت3جدول

 کیت استخراج 

4 Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) 
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 RNA فرایند استخراج

  DNaseهای  پس از اضافه کردن آب استریل و عاری از آنزیم 

، به میکروتیوب های حاوی مدفوع، نمونه ها مخلوط   RNaseو  

دور در دقیقه به مدت    5000و همگن شدند، سپس با سرعت  

میکرولیتر    300دقیقه سانتریفیوژ شده و در نهایت به میزان    5

انجام   برای  رویی  مایع  در   مراحلاز  شد.  برداشت  استخراج 

مختلف موجود در  مقادیر  به  توجه  با  لیز  بافر  از  بعد  مرحله 

و    3جدول   اضافه شد  نمونه    56دقیقه در دمای    10به هر 

ی تا محلول برداشت شده از نمونه  گرفتدرجه سانتیگراد قرار  

تیمار    Kو پروتئیناز     RNAمدفوع با بافر لیز همراه با حامل  

دارای فیلتر  گردند. در مرحله بعد محلول به ستون استخراج  

ایراسیلیکونی  های   روژه،  شرکت  صورت ن(  )ساخت  به  که 

تجاری خریداری شد، اضافه گردید و سانتریفیوژ به مدت یک  

دور بر دقیقه انجام شد. مراحل شست   10000دقیقه با سرعت  

و شو با استفاده از الکل مطلق و طی دو مرحله انجام شد و در  

میکرولیتر آب گرید مولکولی به عنوان بافر حل    50نهایت از  

دقیقه   1سانتریفیوژ به مدت    در انتهاکننده استفاده گردید.  

محلول انجام شد. در این مرحله    در دقیقه  10000با دور  

حاوی ستون،  از  از   RNA خارج شده  سازی شده  خالص 

 نمونه مدفوع می باشد. 

از بهینه سازی نهایی مقادیر بافر   این روش استخراج پس 

نمونه   100، بر روی تمامی    RNAو حامل   K لیز، پروتئیناز

با نتایج استفاده   Real-time PCRتکرار و نتایج حاصل از  

از کیت تجاری بر پایه بیدهای مغناطیسی مورد مقایسه قرار 

غلظت    همچنین  بوسیله    RNAگرفت.  شده  استخراج 

سنجش   Qubitدستگاه   برای  فلورومتر  دستگاه  یک  که 

می  RNAمیزان   لیتر  میلی  در  میکروگرم  واحد  باشد،  با 

 خوانده شد. 

 ای با کیت تجاری روش مقایسه

ها با  از همان نمونه  RNA برای مقایسه عملکرد، استخراج 

استخراج از کیت تجاری   از شرکت RNA کامل استفاده 

Tianlong (Lot No: H2219011811. PRC)   انجام 

پایه بر  این کیت  بار   بید های مغناطیسی ی شد. مکانیسم  و 

که پس از اضافه    ی استهایو حاوی پلیت  می باشد الکتریکی  

اتومات استخراج  دستگاه  در  نمونه   Tianlong ) کردن 

Extraction machine Libex model)  همین به  متعلق 

و فرآیند استخراج به صورت ماشینی انجام    گرفتشرکت قرار  

 .شد

 RNA تعیین غلظت و خلوص

 Qubit و کیت  Qubit با استفاده از فلورومتر RNA غلظت

RNA HS Assay Kit   گیری شد.  اندازه 

  Real-Time PCR با روش طراحی شده  ارزیابی عملکرد

ارزیابی کارایی استخراج بر اساس توانایی شناسایی ژن کنترل 

ویروسی   (RNase P) داخلی ژن  دو  به    Eو    Sو  مربوط 

SARS-COV-2   انجام شد به این منظور  از کیت تجاری 

COVITECH(Lot No: COVIT-21008-1.Iran)    و

 Corbett Rotor-Geneبرند    Real-Time PCRدستگاه  

 ذکر شده است.  4برنامه حرارتی در جدول  استفاده شد.    6000

   RNAحامل    RNAحامل  

  

   RNAحامل 
 

  میکرولیتر 20  میکرولیتر 10 میکرولیتر 5 

ناز  
ئی

روت
پ

k 

15 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k
 

30 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز  
ئی

روت
پ

k 

60 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k 

15 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k 

30 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز  
ئی

روت
پ

k 

60 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k 

15 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز 
ئی

روت
پ

k 

30 
تر 

ولی
کر

می
 

ناز  
ئی

روت
پ

k 

60 
تر 

ولی
کر

می
 

 بافر 

300 

میک

رولی 

 تر 

1 2 3 4 4 6 7 8 9 

 بافر 

600 

میک

رولی 

 تر 

10 11 12 13 14 15 16 17 18 

 بافر 

900 

میک

رولی 

 تر 

19 20 21 22 23 24 25 26 27 
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 Real-Time-PCR. برنامه دمایی  4جدول  

 

دما) درجه   مرحله

 سانتیگراد(

 دور  زمان

 1 دقیقه  10 55 رونویسی معکوس 

 1 دقیقه  3 95 واسرشتگی اولیه 

 50 ثانیه  15 95 واسرشتگی

اتصال مجدد، طویل  

سازی و جمع آوری 

 داده ها 

 دقیقه  1 60

 

 تحلیل آماری 

بین روش    RNAو غلظت    Ctبرای مقایسه میانگین مقادیر  

آزمون  طراحی  از  تجاری،  کیت  و  در   Paired t-testشده 

 استفاده شد.   22نسخه  SPSSافزار نرم

 نتایج 

 هاشناختی نمونههای جمعیتویژگی

نمونه مدفوع استفاده شد. علایم شایع    100در این مطالعه از  

بیماران تب بود، متوسط سنی  %65)  ( و دل درد %74)  در   )

دختر   40%پسر و    %60سال بود. بیماران شامل  64/2بیماران  

بخش در  بیماران  این  مانند  بودند.  بیمارستان  مختلف  های 

مراقبت گوارش،  عفونی،  ریه،  ، اورژانس،  نوزادان  ویژه  های 

های ویزه اطفال بستری بودند. بیشترین درصد بخش مراقبت

و بخش    8/35%ها به ترتیب مربوط به بخش عفونی با  نمونه

 بودند.  5/32%گوارش با 

 سازی بافر لیز بهینه 

حالت مختلف، نشان داد که حالت    27سازی در  نتایج بهینه

 RNAمیکرولیتر    20میکرولیتر بافر لیز،    600)    18شماره  

 900)  27(  و شماره  Proteinase kمیکرولیتر  60و  حامل

لیز،   بافر    60و    حامل RNAمیکرولیتر    20میکرولیتر 

را در ارتباط با ژن   Ct(  بهترین    Proteinase kمیکرولیتر  

پنج نمونه نشان داد  IC=Ranse Pکنترل داخلی ) ( در هر 

حالت   در  لیز  بافر  میزان  بودن  کمتر  به  باتوجه  به    18که   ،

 .(5عنوان بهینه ترین روش و میزان انتخاب شد )جدول

 
 نمونه   5حالت مختلف بهینه سازی بر روی    27. نتایج  5جدول  

 
در پنج نمونه ژن کنترل داخلی   Ctنتایج 

  سازی شدهبهینه

 حالت 27

مختلف 

سازیبهینه  

5نمونه  نمونه  

4 

نمونه 

3 

نمونه 

2 

نمونه 

1 

 

5/33  - - 3/38  - 1 

1/33  3/36  - 38 3/34  2 

33 36 5/38  9/37  34 3 

33 1/36  3/38  5/37  9/32  4 

8/32  6/35  7/37  37 5/32  5 

6/32  3/35  5/37  5/36  3/32  6 

32 35 5/37  6/34  5/32  7 

1/32  35 2/37  5/34  3/32  8 

7/31  8/34  5/36  33 6/31  9 

7/31  34 3/36  5/34  29 10 

5/31  1/34  36 34 3/29  11 

3/31  6/33  36 2/34  5/28  12 

5/31  33 5/35  2/33  5/28  13 

31 8/32  35 33 3/28  14 

8/29  5/32  35 5/32  1/27  15 

3/29  31 34 8/32  3/26  16 

7/28  6/29  5/33  3/32  7/25  17 

5/27  3/28  3/32  31 3/25  18 

5/31  5/34  36 3/34  29 19 

3/31  34 2/36  5/34  29 20 

4/31  3/34  8/35  34 8/28  21 

31 5/33  3/35  6/33  6/28  22 

6/29  3/33  35 5/33  5/28  23 

4/29  6/33  8/34  33 27 24 

29 7/31  2/34  7/32  7/26  25 

5/28  2/30  5/33  3/32  5/25  26 

3/27  8/29  32 2/31  2/25  27 
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 شده با کیت تجاری مقایسه روش طراحی

  RNAسازی، در این مطالعه به منظور استخراج  پس از بهینه

نمونه( همزمان    100های مدفوع مورد مطالعه  )تمامی نمونه

از کیت استخراج تجاری مربوط به دستگاه استخراج اتومات و  

بافر لیز بهینه شده همراه با ستون استخراج سیلیکونی استفاده 

با استفاده از کیت  تجاری    Real-Time PCRشد و فرآیند  

نتایج     SARS-COV-2تشخیص   انجام شد.  برند کوویتک 

 کاملحاصل نشان داد که روش طراحی شده جهت استخراج  

RNA    استخراج توانایی  مدفوع  تمامی    RNAاز  از  کامل 

را داشت. مقایسه نتایج   CI %95 با  %100ها با حساسیت  نمونه

Real-Time PCR    روی بر  شده  مدفوع    100انجام  نمونه 

های مورد بررسی در این مطالعه در روش  ژن  Ctنشان داد که  

استفاده از بافر لیز طراحی شده از روش کیت تجاری پایین تر  

-ژن کنترل داخلی در نمونه  Ctبود. به این ترتیب که میانگین  

شده ه طراحی  لیز  بافر  از  استفاده  با  شده  استخراج    ای 

و در روش استخراج با کیت تجاری و دستگاه    26/ 42/2±04

پایین  27/29±48/2  اتومات تر  بود که نشان دهنده میانگین 

-برای روش استخراج با استفاده از بافر لیز طراحی شده می

  باشد. 

نمونه  Sژن    Ctمیانگین   روش در  به  شده  استخراج  های 

شده طراحی  لیز  بافر  از  روش   63/25±18/3  استفاده  در  و 

بود     54/28±32/4  استخراج با کیت تجاری و دستگاه اتومات

پایین میانگین  دهنده  نشان  با  که  استخراج  روش  برای  تر 

  Eژن    Ctباشد. میانگین  استفاده از بافر لیز طراحی شده می

نمونه لیز در  بافر  از  استفاده  روش  به  شده  استخراج  های 

شده  کیت    39/27±81/3  طراحی  با  استخراج  روش  در  و 

که نشان دهنده   بود   23/30±73/4  تجاری و دستگاه اتومات

پایین لیز میانگین  بافر  از  استفاده  با  استخراج  روش  برای  تر 

 باشد. طراحی شده می 

 شده استخراج RNA غلظت

بوسیله دستگاه    RNAخوانش   نشان    Qubitاستخراج شده 

نمونه غلظت  میانگین  که  شده  داد  استخراج  روش  های  به 

میکروگرم در میلی لیتر   3/8استفاده از بافر لیز طراحی شده  

در   اتومات  و  دستگاه  و  تجاری  کیت  با  استخراج    7/6روش 

   میکروگرم در میلی لیتر بود. 

 های مدفوعدر نمونه SARS-CoV-2 شناسایی

های طراحی شده  نمونه مدفوع بررسی شده با  کیت  100از  

تعداد   مطالعه  این  شد    45در  شناسایی  مثبت  کووید  نمونه 

گزارش  کاذب  نمونه که در روش تجاری منفی  5علاوه بر آن،  

ها حاکی از شده بودند، با روش بافر لیز مثبت شدند. این یافته

بار   با  موارد  شناسایی  در  پیشنهادی  روش  بالاتر  حساسیت 

تمامی نمونه های مثبت شده  در مجموع،    .ویروسی پایین است

با استفاده از کیت تجاری و دستگاه استخراج اتومات، در روش 

استخراج طراحی شده نیز مثبت شدند )نتایج منفی کاذب در  

 روش استخراج طراحی شده مشاهده نگردید(. 

 بحث

سازی یک بافر  نتایج این مطالعه نشان داد که طراحی و بهینه

تواند  های قوی، میو شوینده chaotropic لیز بر پایه ترکیبات

استخراج نمونه RNA کارایی  بهاز  را  مدفوع  طور های 

مقادیرمعنی بخشد.  بهبود  کنترل پایین Ct داری  ژن  در  تر 

ژن (RNase P) داخلی ویروسیو  روش  E و S های  در 

نشانطراحی  تجاری،  روش  به  نسبت  کیفیت  شده  دهنده 

مهارکننده RNA   بالاتر بهتر  حذف  یافتهو  این  است.  ها  ها 

بافرهای   کلیدی  نقش  که  است  پیشین  مطالعات  با  همسو 

ها  RNase   سازیحاوی گوانیدینیوم تیوسیانات را در غیرفعال

. در این  (8,  1)اندگزارش کرده RNA و افزایش بازده استخراج 

شده با یک کیت تجاری مبتنی بر بید  پژوهش، روش طراحی

کیت (Tianlong) مغناطیسی اگرچه  شد.  های  مقایسه 

به اغلب  طلایی"عنوان  تجاری  استخراج    " استاندارد  در 

می استفاده  نوکلئیک  محدودیتاسیدهای  اما  هایی  شوند، 

مانند هزینه بالا، نیاز به تجهیزات خاص و کاهش کارایی در  

در مطالعه حاضر،   (7)مدفوع دارند مانند ای  های پیچیدهنمونه 

ها  را در همه ژن Ct شده توانست میانگین مقادیرروش طراحی 

سیکل کاهش دهد، که از نظر حساسیت   2/3تا    5/2به میزان  

افزایش قابل PCR واکنش استخراج  به معنای  بازدهی  توجه 

اند که اصلاح ترکیب  مطالعات مشابه نیز گزارش کرده  .است

حامل از  استفاده  و  لیز  به RNAبافر  نمونه ،  در  با  ویژه  های 
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پایین می RNAغلظت  کیفیت ،  آشکار  بهبود  باعث  تواند 

شود افزودن  .(12)استخراج  با  ما  و   حامل RNA روش 

بهبود   K پروتئیناز مکانیسم  دو  همزمان  بهینه،  مقادیر  در 

شده  بازیابی RNA . افزایش میزان1کارایی را فعال کرده است:  

پروتئین2و   حذف  مهارکننده.  مانند    .های  ترکیباتی  وجود 

پلی چربیاسیدهای صفراوی،  میکروبی  ساکاریدها،  فلور  و  ها 

استخراج  اصلی  چالش  است.   RNA متنوع،  مدفوع  از 

بیماریها میمهارکننده عوامل  عدم شناسایی  باعث  زا توانند 

 ویروسی شوند. در این مطالعه، ترکیب RNA حتی در حضور

CTAB   ساکاریدها و  ای در حذف پلیدر بافر لیز نقش ویژه

مواد آلی نامحلول داشت. این ویژگی در مطالعات گیاهی نیز  

که جایی  است،  شده  به  CTAB اثبات  مؤثری توانسته  طور 

عصارهپلی از  را  کندساکاریدها  حذف  پیچیده  .  (13)های 

کننده  عنوان یک دناتورههمچنین، گوانیدینیوم تیوسیانات به

مهار  بر  علاوه  کامل سلولRNase   قوی،  لیز  باعث  و  ها،  ها 

بامی  RNA آزادسازی این ماده  برای   EDTA شود. ترکیب 

یون  کردن  نیازشلاته  مورد  دوظرفیتی   و هاRNase   های 

Tris-HCl   برای حفظ pH  پایدار در روش ما، یک محیط

از حفاظت  برای  بهینه  کرد راRNA شیمیایی  .  (14)فراهم 

از نمونه های مدفوع برای  چندین مطالعه پیشین بر استفاده 

داشته  SARS-CoV-2 تشخیص و   Wu   .(2)اندتمرکز 

از   %53ویروس در   RNA ( نشان دادند که 2020همکاران )

با وجود نتیجه منفی  ،   COVID-19های مدفوع بیماراننمونه 

و  Medema(.  2بودند)قابل شناسایی    در نمونه های تنفسی، 

 ( در مطالعه پایش فاضلاب، اهمیت استخراج 2020همکاران )

RNA    با کارایی بالا را برای تشخیص زودهنگام شیوع بیماری

تأیید    .  (4)برجسته کردند   را  اهمیت  این  نیز  مطالعه حاضر 

-SARS-CoV نمونه مثبت  5شده توانست روش بهینه .کرد

را که در روش تجاری منفی گزارش شده بودند، شناسایی   2

نمونه در   RNA تواند ناشی از بازیابی بیشترکند. این امر می

پایین باشد، موضوعی که در کاربردهای    های با بار ویروسی 

مزیت    .بسیار حیاتی است   WBE(5( اپیدمیولوژی محیطی

و   لیز  بافر  علمی  ولی  ساده  ترکیب  پیشنهادی،  روش  اصلی 

های مدفوع است. برخلاف بسیاری  انطباق آن با شرایط نمونه

روش  روش  از  این  دارند،  بسته  فرمول  که  تجاری  های 
 

5 Wastewater-Based Epidemiology 

پذیری بالایی برای تغییر نسبت ترکیبات بر اساس نوع انعطاف

می فراهم  آزمایشگاه  نیاز  و  از نمونه  استفاده  همچنین  آورد. 

طور مواد شیمیایی رایج و در دسترس، هزینه استخراج را به 

از طرفی  عدم نیاز به تجهیزات   .دهدقابل توجهی کاهش می

های پایه  خاص باعث شده تا این روش قابل اجرا در آزمایشگاه

 Ct داربا سانتریفیوژ و تجهیزات استاندارد باشد. کاهش معنی

ژن همه  از  در  نشان  اضافی  مثبت  موارد  شناسایی  و  ها 

حساسیت بالاتر این بافر لیز در مقایسه با کیت تجاری دارد و  

ای  های رودهاز انواع پاتوژن  RNA میتوان از آن برای استخراج 

کرد. در شرایطی که محدودیت دسترسی  و ویروسی استفاده  

ها  گیری ویژه در زمان همههای وارداتی وجود دارد )بهبه کیت

توانند ظرفیت صرفه میبههای بومی مقرون  ها(، روشیا تحریم

به  را  برآورد تشخیصی کشور  دهند.  افزایش  طور چشمگیری 

ها در این مطالعه نشان داد که بدون کاهش کیفیت و  هزینه

روش طراحی شده  شده  قیمت تمام  ،حتی با بهبود حساسیت

با وجود   .کمتر از کیت تجاری است  52حدود %  در این مطالعه

محدودیت مطالعه  این  توجه،  قابل  به  مزایای  دارد،  نیز  هایی 

های انسانی انجام  طور مثال ارزیابی روش تنها بر اساس نمونه

یا محیطی  های حیوانی  شده و نیاز به آزمایش بر روی نمونه 

نگهداری   شرایط  در  روش  عملکرد  همچنین  دارد  وجود  نیز 

به طور کلی مقایسه  .ها بررسی نشده استمدت نمونهطولانی

ها  تواند اعتبار یافتهاین روش با بیش از یک کیت تجاری می

های بعدی از این  شود در پژوهشپیشنهاد می  .را افزایش دهد

های پیچیده مانند  از سایر نمونه  RNA روش برای استخراج

 .خاک، لجن فاضلاب و مواد غذایی نیز استفاده شود

 گیری نتیجه

مطالعه حاضر نشان داد که طراحی یک بافر لیز بهینه بر پایه  

سطح  تواند عملکردی همترکیبات موجود در بازار داخلی، می

کیت از  بالاتر  حتی  گران یا  تجاری  باشد.  های  داشته  قیمت 

مقادیر غلظت Ct کاهش  افزایش   ، RNA  موارد شناسایی  و 

ی که در زمان استفاده از کیت تجاری استخراج، نتایج به  مثبت

بود،  کارایی    بیانگرهمگی    صورت منفی کاذب مشاهده شده 

تنها از نظر علمی، بلکه  بالای این روش است. این دستاورد نه
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می و  است  ارزشمند  نیز  عملیاتی  و  اقتصادی  نظر  تواند از 

آزمایشگاهبه برای  پایدار  گزینه  یک  تشخیصی  عنوان  های 

 .ویژه در شرایط محدودیت منابع مطرح شودبه
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 بسم اللَه الرّحمن الرّحيم 

لّا باللَه العلي العظيم  و ل حول و لا قوّه ا

  کردیبا رو  یکیشده ژنتدر برنج اصلاح  Deeper Rooting1 نیپروتئ  ییزای و آلرژ یمن یا  یبررس

 ی کیوانفورمات یب

 2، محدثه محسن پور*1مطهره محسن پور

 

 ، کرج، ایران کشاورزی  جیآموزش و ترو  قات،ی(، سازمان تحقABRIIکشاورزی )  وتکنولوژییپژوهشگاه ب.  1
 

 رانیتهران، ای،  واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلام  ،میکروبیولوژیگروه  .2

 

 

 چکیده 
بخش   یاصمل  یغلات و غذا  نیترمهماز  یکبه عنوان ی (اوریزا سماتیوا)برنج  یوربهره  شیو افزا دیتول  یداریپا  نیتضمم ساابقه و هدف:

 ،یاصمملاحات مولکول رینظ نینو  یهایاز فناور یریگراسممتا، بهره نیبرخوردار اسممت. در ا  ییبالا تیجهان از اهم تیاز جمع  یبزرگ

و   یسمممتیز  یهمامقماوممت بمه تنش  شیمؤثر در بهبود عملکرد و افزا  ییعنوان راهکمارهماژنوم، بمه  شیرایو  ژهیوو بمه  کیمژنت  یمهنمدسممم

اسمت   Deeper Rooting1 (DRO1) برنج، ژن یمورد اسمتفاده در بهنژاد یهااز ژن  یک. یاندمورد توجه قرار گرفته  یسمتیرزیغ 

ژن به ارقام  نیدارد. انتقال ا یتنش خشمک  طیدر شمرا ژهیوبه  ،ییجذب بهتر آب و عناصمر غذا شمه،یعمق ر شیدر افزا موثریکه نقش  

به طور    یآبکم  طیدر شمرا  اهیعملکرد گ جه،یو در نت  هشمد ترقیعم یهاشمهیبا ر  ییهانیعمق، موجب توسمعه لاکم  یهاشمهیر  یدارا

  ا ی  ییزایآلرژ  لیدر خصمموص پتانسمم  ژهیوبه  خته،یترار  اهانیدر گ یسممتیز یمنیا  یابیتوجه به لزوم ارز  با.  ابدییبهبود م  یتوجهقابل

 است.  افتهیاختصاص  DRO1 نیپروتئ یمنیا یمطالعه به بررس نینوظهور، ا یهانیپروتئ ییزاتیحساس

 244و    نمهیدآمیماسممم  80قطعمه بما طول   172، تعمداد  DRO1 نیکماممل پروتئ  یتوال  لیمپژوهش، پس از تحل  نیدر ا  مواد و روش هاا:

 .قرار گرفت یمورد بررس یانهیدآمیاس 8  دیپپت

  یگوارشم  یهامیتوسمط آنز یمیهضمم آنز یبررسم ن،یشمده مطابقت نداشمتند. همچنشمناخته یآلرژن  یهایبا توال کیچیه  نتیجه گیری:

آمده، دسمتبه  جیاسماس نتا بر.  را نشمان دادند  ییزاتیو حسماسم  ییزایآلرژ لیعدم پتانسم زین نیپروتئ  نیا یبعدسماختار سمه لیو تحل

 یاصممملاح  یهماژن در برنماممه  نیاز ا  یریگدر نظر گرفمت. بهره  یسمممتیاز منظر ز  منیا  یبیعنوان ترکبمه  توانیرا م  DRO1  نیپروتئ

  تی به امن یابیدسممت  ت،یو در نها  یوربهره یکاهش مصممرف آب، ارتقا ،یتحمل برنج به خشممک شیمؤثر در جهت افزا  یگام  تواندیم

 باشد. یمحصول راهبرد نیا  دیدر تول  ییو خودکفا  ییغذا

 ، امنیت غذاییDeeper Rooting1زایی، برنج،  زایی و حساسیتاثرات بالقوه آلرژی:  کلمات کلیدی
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Evaluation of the properties and safety of Deeper Rooting 1 protein 

transferred to rice plant by investigating its allergenicity potential 

 
Motahhareh Mohsenpour1*, Mohaddeseh Mohsenpour2 

1. Agricultural Biotechnology Research Institute of Iran (ABRII), Agricultural Research Education and Extension 

Organization (AREEO), Karaj, Iran 

2. Department of Microiology, NT.C., Islamic Azad University, Tehran, Iran 

Abstract 

Introduction: Ensuring the sustainability of production and enhancing the productivity of rice 

(Oryza sativa)-one of the most important cereal crops and a staple food for a large portion of the 

global population-is of paramount importance. In this regard, the utilization of advanced 

technologies such as molecular breeding, genetic engineering, and particularly genome editing has 

been recognized as an effective strategy to improve yield and increase resistance to biotic and 

abiotic stresses.  One of the genes employed in rice breeding is the Deeper Rooting 1 (DRO1) gene, 

which plays a significant role in increasing root depth, thereby improving water and nutrient 

uptake-especially under drought stress conditions. The introduction of this gene into shallow-

rooted rice varieties has led to the development of lines with deeper root systems, significantly 

enhancing plant performance under water-limited conditions.  Given the necessity of biosafety 

assessment in genetically modified plants, particularly concerning the allergenic or sensitizing 

potential of novel proteins, this study focused on evaluating the safety of the DRO1 protein. 

Material and metod: In this research, following the complete sequence analysis of the DRO1 

protein, a total of 172 fragments of 80 amino acids in length and 244 peptides of 8 amino acids 

were examined. 

Result: none of which showed homology with known allergenic sequences. Furthermore, 

enzymatic digestion using digestive enzymes and three-dimensional structural analysis of the 

protein also indicated no allergenic or sensitizing potential.  Based on the obtained results, the 

DRO1 protein can be considered biologically safe. Incorporating this gene into breeding programs 

can serve as an effective step toward enhancing rice drought tolerance, reducing water 

consumption, increasing productivity, and ultimately achieving food security and self-sufficiency 

in the production of this strategic crop. 

Keywords: Allergenicity potential, Rice, Deeper Rooting1, Food security 
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 مقدمه
در مهندسممی ژنتیک اطمینان اولیه از ایمن بودن محصممول 

پروتئینیِ ژن انتقالی دارای اهمیت اسممت و عدم وجود اثرات  

زایی در محصممول ژن  زایی و آلرژیبالقوه واکنش حسمماسممیت

توانمد بمه اطمینمان اولیمه در عمدم مشممماهمده اثرات  انتقمالی می

بررسمممی و  خطر  احتمممال  آنممالیز  مراحممل  در  هممای جممانبی 

 کی  ییزایآلرژ لیپتانسم  ینیبشیپ  زیسمتی منجر شمود.ایمنی

  عممده   یهمااز چمالش  یکی  دیمجمد  یدر غمذاهما  ژهیبمه و  ن،یپروتئ

دو در این موضوع لازم است است.   یمولکول  یآلرژ  در موضوع

متممایزجنبمه را   ا  از هم  و واکنش متقمابمل.    ییزایمنیکرد: 

  ی هایبادیآنت یالقا یبرا نیپروتئ  کی  لیپتانسمم یی،زایمنیا

IgE  واکنش  ،متقابلکه واکنش   یکند، در حالیرا منعکس م

همدف   نی)معمولاً از قبمل موجود( بما پروتئ  IgE  یهمایبمادیآنت

اتصمال   لیپتانسم نیدو موضموع، ارتباط ب نیاسمت. علاوه بر ا

IgE  مورد  نی. اگیردقرار میمورد توجمه  نیز    ینیو علائم بمال 

)بمه عنوان مثمال، ثبمات و انمدازه( و   یکیزیخواص ف  ریتحمت تمأث

 تیمو ظرف  لیممبمه عنوان مثمال  )  کیممونولوژیا  یهمایژگیو

ایاپ  احتممال  پیش.  سممممتتوپ(  واکنش   ییزایمنیابینی  و 

  یسمماختار   یهاها و تفاوتشممباهت  جادیها بر امتقابل آلرژن

 .(1)دارد  هیمهما تکآلرژن  ریهما و غ آلرژن  نیهما و بآلرژن  نیب

 یو بررسممم  ینیبشیتواننمد بمه پ یم  کیموانفورمماتیب  یابزارهما

 ها کمک کنند.نیپروتئ ییزایآلرژ  لیپتانس

 یغذا  یاصمممل  یغلات هزاران سمممال به عنوان اجزا  یدانه ها

اند. در سمراسمر  کرده  فایا  یبشمر  جوامعدر   ینقش مهم انسمان

جو، سممورگوم و ارزن    یجهان، برنج، گندم و ذرت و تا حدود

  اردها یلیم  یبقا  یهسممتند که برا یاصممل  ییاز محصممولات غذا

  ی افتیرد  یدرصممد کالر 50از    شیهسممتند. ب  یضممرور انسممان

کاهش  .  (2)شمودیم  یاز مصمرف غلات ناشم ماًیجهان مسمتق

  ی کاهش عملکرد واقعجهانی عملکرد محصمممول یا به عبارتی  

برنج، گندم و  یبرامحصممول که   لینسممبت به حداکثر پتانسمم

زده  نیدرصمد تخم 60تا   30  حدود  از مناطق برخیذرت در 

  ی نسمممبت داده م  یبه کمبود آب و مواد مغذاسمممت، شمممده  

برای ایجاد امنیت غذایی تا سمال  شمودیم  ینیبشی. پ (3)شمود

( بنابراین 4د )ابی  شیدرصمد افزا  60غلات تا    یتقاضما ،2050

  رند یرا در نظر بگ یصفات  یفعل  یاصلاح یکردهایرولازم است  

که بتوانند فراهم شممود    یارقام ایجادامکان   با اصمملاح آنها که

را تحمل    سمخت  ییآب و هوا طیرشمد نامناسمب و شمرا  طیشمرا

 کنند.  

عملکرد  خلأدر به حداقل رسمماندن    اناهیگ شممهیرسمماختار 

در جهت برآورده انقلاب سممبز  نیدوم یربنایو زاهمیت دارد 

عملکردهای  . علاوه بر (5اسمت) هاانسمان  ییغذا  یتقاضما کردن

 یهاسمتمیسمآب و مواد مغذی توسمط   جذباسمتقرار گیاه و 

در  هیثانو  یهاتیسممنتز و تجمع متابول  ،یسممازرهیذخ ،شممهیر

نقش مهمی   سمممتیهمز  همایکروبیروابط مدر    هماریشمممه

 یشممدن به هدف اصممل  لیحال تبد  رها دشممهی. ر(6و7دارند)

غلات   دیتول  یبرااصملاح آنها  انقلاب سمبز دوم هسمتند و   یبرا

بمه نظر   یپرمحصمممول مماننمد گنمدم و برنج ضمممرور  ییغمذا

 لیدر اصمملاح به دل  شممهی. متأسممفانه، صممفات ر(8)رسممدیم

شممموند، اما اگر یگرفته م  دهیناد اریبسممم یپیفنوت  یهاچالش

به طور کامل اسمتفاده  سماختار ریشمهبتوان از تنوع در صمفات 

از    یادی. تاکنون، تعداد ز(9بسمممیار با ارزش خواهد بود)کرد،  

هسمتند   سماختار ریشمهدر بهبود  ایبالقوه  که دارای نقشها ژن

های قبلی انتقال ما در گزارشاند.  شمدهشمناسمایی   اتیبا جزئ

های دیگر موثر بر سماختار ریشمه  را به همراه ژن DRO1ژن 

(. ژن  10-12بمه رقم تجماری برنج هماشممممی گزارش کردیم )

DRO1   نقش دارد  شممهیطول سمملول در نوک ر  شیافزا در

به سممت    شمهیو خم شمدن ر شمهیکه باعث رشمد نامتقارن ر

  یوتکنولوژیپژوهشگاه ب : نویسنده ی مسئول

آموزش و   قات،ی(، سازمان تحقABRII)یکشاورز

 رانیکرج ا ،یکشاورز جیترو

   mthrhm@yahoo.comآدرس الکترونیک: 

 22/12/1403تاریخ دریافت مقاله: 

 03/06/1404: مقاله تاریخ پذیرش

mailto:mthrhm@yahoo.com
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به   این ژنانتقال .  شممودیجاذبه م یرویدر پاسممخ به ن  نییپا

  کند میحاصمل را قادر    نیکم عمق، لا  شمهیرقم برنج با ر کی

خود اجتناب کند    یدهشهیعمق ر شیتوسط افزا  یتا از خشک

 یتنش خشمک طیبه حفظ عملکرد بالا در شمرا امر منجر نیو ا

. این ژن که به طور  شمدخواهد شماهد   هیبا رقم اول  سمهیدر مقا

وجود  Kinandang patongطبیعی در رقم وحشممی برنج  

دارد، در ارقام زراعی مثل رقم هاشمممی به دلیل ایجاد کدون  

پمایمان زودهنگمام فماقمد عملکرد اسمممت. بنمابراین بمه منظور  

برگرداندن اثرات مفیمد این ژن در اجتناب از خشمممکی، توالی 

ایمنی  سممازی کدونی، از نظرناحیه کدکننده آن پس از بهینه

آلرژی  حماصممممل  پروتئین بمالقوه  اثرات  بررسمممی  و زایی  بما 

زایی مورد ارزیابی قرار گرفت و سمپس تحت نواحی  حسماسمیت

 تنظیمی گیاهی به برنج رقم هاشمی منتقل شد.  

 

 هامواد و روش 

های بیوانفورماتیکی برای جسااتجوی منابع و بررساای

بالقوه ایمن و موثر در بهبود سااختار ریشاه    انتخاب ژن

 و تحمل به خشکی  

مقمالات مرتبط بما عواممل ژنتیکی دخیمل در تغییر سممماختمار  

های ریشه برنج و تاثیر ساختار ریشه بر عملکرد و تحمل تنش

محیطی با تاکید بر اسمترس خشمکی بررسمی و بر این اسماس 

های کاندید مرتبط با صمفات مهم سماختاری ریشمه انتخاب ژن

های موثر در تغییر زاویه رشمد ریشمه و شمدند. یکی از این ژن

نمام   DEEPER ROOTING 1اجتنماب از خشمممکی ژن  

و   قیعم  شممممهیوجود آوردن ربمهژن عماممل  این  .  داشممممت

که باعث طویل شممدن اسممت   شممهیرشممد ر هیکننده زاوکنترل

های شمده و با رشمد نامتقارن سملول شمهیها در نوک رسملول

در پاسمخ به گرانش زمین    شمهینوک ریشمه، سمبب خم شمدن ر

های معتبر از موثر این ژن به دلیل وجود گزارش.  شمدخواهد 

( به عنوان ژن  13-16بودن آن در افزایش تحمل به خشمکی )

کاندید برای انتقال به برنج به طور اولیه انتخاب شد تا پس از  

تماییمد ایمنی بمالقوه آن، برای مهنمدسمممی ژنتیمک برنج مورد 

 استفاده قرار گیرد.  

 

های  برنج با توالی  DRO1بررسی قرابت توالی پروتئین  

 متناظر از گیاهان تک لپه و دو لپه و کشف موتیف

 NCBIبرنج از پمایگماه    DRO1همای متنماظر بما پروتئین توالی

دریافت و قرابت آنها بررسممی شممد. سممپس برای جسممتجوی  

و برای کشمممف موتیف از پمایگماه    SMARTموتیف از پمایگماه  

MEME   .است   یبیتقر  یتوال  یالگو  کی  فیموتاستفاده شد

.  دهمد یمرتبط رخ م  یهمایاز توال  یکمه بمه طور مکرر در گروه

به دو  MEME توسمط ریشمکاف با طول متغ  یدارا  یوهاالگ

برای مقایسه موتیف   .شوندیم میجداگانه تقس فیچند موت  ای

( اسمتفاده شمد. این 17) Tomtomمرتبط با آلرژن از پایگاه  

 همایموتیفاز    یاداده  گماهیرا بما پما  موتیفچنمد    ایم  کپمایگماه یم

کنمد.  یم  سمممهی( مقماJASPARشمممنماختمه شمممده )مماننمد  

Tomtom  کنمد و یم  یبنمدداده رتبمه  گماهیهما را در پمافیموت

 .کندیم جادیتراز ا کیهر تطابق قابل توجه  یبرا

 

 

 زاییزایی و حساسیتبررسی اثرات بالقوه آلرژی

زایی پروتئین زایی و حساسیتبرای بررسی اثرات بالقوه آلرژی

از چندین پایگاه اسمتفاده شمد   DRO1کُدشمونده توسمط ژن 

 که به شرح زیر هستند.

پممممممایممممممگمممممماه   AllergenOnlineالممممممف( 

(http://www.allergenonline.org  )کیبه   یدسمترسم 

 یتوال  یداده قابل جسمتجو  گاهیشمده و پا یآلرژن بررسم سمتیل

خطر بمالقوه واکنش   ییشمممنماسممما  یکنمد کمه برایرا فراهم م

در نظر  DRO1پروتئین حاصممل از بیان ژن   کیمتقابل آلرژ

ارز  یبرا  پمایگماه  نیا  .شممممدگرفتمه   بمه   یمنیا  یابیمکممک 

از    ای کیژنت  یمهندسم قیکه ممکن اسمت از طر  ییهانیپروتئ

وارد غمذاهما شمممونمد،    ییمواد غمذا  یفرآور  یهماروش  قیطر

اسمت که   ییهانیپروتئ  ییشمناسما  ،شمده اسمت. هدف یطراح

داشمته باشمند، مانند    ازین  بیشمتری  یهاشیممکن اسمت به آزما

 نیسمتامیه  یدسمازآزا(، IgE binding)  سمرم IgE اتصمال

 in چالش  ای  (Basophil histamine release)  لیبازوف

vivo بممالقوه  یابمیممارز  یبرا متمقممابممل   In vivo)  واکنمش 

challenge to evaluate potential cross-

reactivity شمود. نسمخه  یداده سمالانه به روز م  گاهیپا(، این

منتشمر   2004در سمال   یعموم تیوب سما کیدر چهارم آن 
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به روز   22به نسمخه   2023  می 25  خیدر تار  این پایگاهشمد.  

های  از آلرژن  یجامع سممتیل یحاو 22شممده اسممت. نسممخه 

داده با هدف    گاهیپادریافت شممده از منابع معتبر اسممت. این 

مواد   یمنیا یابیدر ارز تواندمیکه  دیابزار ساده و مف کیارائه  

این  در دسمترس اسمت. گانیباشمد، به صمورت را دیمف  ییغذا

مورد   نیپروتئ  یتوالتما    دهمدیمرا  امکمان    ابزار بمه محقق این

خمود تموالم  نمظمر  بمما  پمما  یهممایرا  در  داده   گمماهیممموجمود 

AllergenOnlineیروزرسمممان، که به صمممورت سمممالانه به 

  ی هانیپروتئ یابیمارز یبرا  کار  نی. اکنمد سمممهیمقما  شمممود،یم

  د یجد  یدر غذاها  ای یکیشمده ژنتدر محصمولات اصملاح  دیجد

 .در نظر گرفته شده است

حمالمت اول جسمممتجوی کمل توالی پپتیمدی و مقمایسمممه آن بما  

کل طول توالی   یهایترازهم  یجسممتجوها اسممت. در آلرژن

دهنده واکنش نشمماندرصممد،   50از    شممتریتطابق بپپتیدی،  

 . است یمتقابل احتمال

 CODEXهمای  حمالمت دوم کمه بر اسممماس دسمممتورالعممل

Alimentarius  (2003 توالی پروتئینی ( طراحی شممممده، 

ای  اسمیدآمینه   80هایی شمامل پپتیدهای  مورد نظر را به بخش

کند. بر ها جسممتجو میتبدیل و شممباهت هر قطعه را با آلرژن

ای که اسمیدآمینه 80اسماس دسمتورالعمل کدکس پپتیدهای  

درصممد باشممد پتانسممیل  35ها بیش از  شممباهت آنها با آلرژن

زایی داشمممتمه و لازم اسمممت تحمت آنمالیزهمای تکمیلی آلرژی

 آزمایشگاهی قرار بگیرند.  

  نهیآم  دیاسمم هشممت  قیتطابق دق  یبرا  جسممتجوحالت سمموم  

 اریبسم  یجسمتجو نیا  جینتا  ی دنیانظارت ضموابط یبرخ  اسمت.

مراکز علمی  نظر به هر حال کنند.  یدرخواسمت مهم  را  دقیق

 چیاسمممت کمه ه  نیازایی  مرتبط بما بررسمممی احتممال آلرژی

 بتوانمد  نمهیآم  دیماسممم  هشمممتتطمابق    نکمهیبر ا  یمبن  یممدرک

در واکنش متقابل دارد  حتمالاًکند که ا  ییرا شناسا ینیپروتئ

ای آن نتوانسمته باشمد شمباهت اسمید آمینه 80حالی که تطابق  

 نی. بنابراها را نشان دهد، وجود ندارددرصد با آلرژن  35بالای  

های کوتاه  حالت سموم یعنی بررسمی توالیاز  شمده اسمت هیتوصم

 ،زایی اسمتفاده نشمودای برای بررسمی آلرژیاسمیدآمینه 8تا    6

پ   یمبن  یممدرک علم  چیه  رایز واکنش متقماطع   ینیبشیبر 

IgE  ی نیبشیمشممترک را پ   ینیبال  یهاتیوجود ندارد و فعال  

 .(18)کنندینم

پمممممممایمممممممگممممممماه    PeptideCutterب( 

(https://web.expasy.org/peptide_cutter  پمایگماه  )

  ا یتوسمط پروتئازها   یبرش احتمال  یهامحلدیگری اسمت که 

  ی نیبشیپ   موردنظر  ینیپروتئ یتوال کیدر را   ییایمیمواد شمم

همای معمده از جملمه  در این تحقیق محمل برش آنزیمکنمد.  یم

 DRO1پپسممین، تریپسممین و کیموتریپسممین روی پروتئین 

مورد بررسمی قرار گرفت و سپس قطعات حاصل از هضم برای  

های  در پایگاه  زاییو حسماسمیت  زاییپتانسمیل آلرژیبررسمی 

AllergenOnline   وAllermatchtm    مورد بررسمی قرار

 .ندگرفت

پممممممممایممممممممگمممممممماه     Allermatchج( 

(https://www.allermatch.org برای بررسمی پتانسمیل )

سممازی هضممم پروتئین زایی قطعات حاصممل از شممبیهآلریی

DRO1  اسمممیمدآمینمه    8همای معمده بما طول بیش از  بما آنزیم

وب اسمت  تحت ابزار    مورد اسمتفاده قرار گرفت. این پایگاه یک

 یرا بما توالنظر  مورد  نیپروتئتوان  می  بما اسمممتفماده از آنکمه  

  ی نیبشیپ   یابزار برا نی. اکرد سمممهیزا مقایآلرژ  یهانیپروتئ

  کی وانفورماتیب  یکردهایبا رو  هانیبالقوه پروتئ  ییزاتیحسماسم

در   FAO/WHOو     Codex alimentariusبر اسممماس

  قی مشممتق شممده از طر  ییمواد غذا  ییزاتیمورد حسمماسمم

به   نیآخر. (19و20طراحی شممده اسممت)مدرن    یوتکنولوژیب

انجام شده است و  2022سپتامبر  5 ی این پایگاه درروز رسان

، UniProtاز  شناسه 2255 ی،دیپپتیپل یتوال  2569شمامل  

و  یدیپپت  یپل  رهیزنج  نیبا چند  UniProt از شممناسممه 29

  گاه یپا. اسمت  GenBank RefSeqProtein شمناسمه 314

بما اسمممتفماده از     Allermatchtm (AllergenDB) داده

  از GenBank NCBI و   UniProt  بیمممتمممرکممم

COMPARE  (آلرژن    نیمنبع جمامع پروتئUniProt    و

 .ساخته شده است (WHO/IUISآلرژن

سمممرور   وب   ینمیمبم  شیمپم  یبمراAllerCatPro 2  (21  )د( 

مورد اسمتفاده قرار   DRO1  نیپروتئ  ییزاتیحسماسم  لیپتانسم

  ل یپتانسمم  ینیبشیپ   یتواند برایم  گرفت. این ابزار تحت وب

 رینسممبت به سمما  یبا دقت بهتر نیپروتئ  ییزاتیحسمماسمم

اسمتفاده شمود که به   دیجد  یهایژگیو و  یمحاسمبات  یهاروش

آگماهمانمه کممک   یریگمیدر تصمممم  کننمدگمانمحققمان و ارزیمابی

اسمممتفما  AllerCatPro 2  پمایگماه  کنمد.یم  یاز توال  دهبما 
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های ی، شمباهت پروتئینسمه بعد  یو سماختارها  نهیآمدیاسم

 یهمانیپروتئ  یهمامجموعمه داده  نیترجمامع  در برابر  ورودی را

 نیا  کند.یم  ینیبشیپ  زاییحسماسمیتقابل اعتماد مرتبط با  

آلرژن،   نیپروتئ 4979مجموعه داده ها در حال حاضمر شمامل  

بما نظمارت   یمنیآلرژن خودا  165زا و  یکم آلرژ  نیپروتئ  162

 است. زیر  داده  یهاگاهیاز پا انمتخصص  یدست

 

 نتایج 

ها  های کاندید، جداسازی ژن و طراحی سازهانتخاب ژن

 و انتقال ژن

از منشممما برنج از پمایگماه    DRO1توالی پروتئین مرتبط بما  

NCBI  بما    دریمافمت شمممد و حضمممور و قرابمت این پروتئین

شممد در ایجاد فنوتیپ ریشممه  بینی میهایی که پیشپروتیئن

ای  ای و دو لپمه عمیق نقش دارنمد در چنمدین گیماه تمک لپمه

نشمان داده شمده اسمت. نتایج   1مقایسمه و نتایج آن در شمکل  

برنج بیشمترین قرابت را با    DRO1داد که پروتئین نشمان می

درصمممد   87( بما حمدود  اُ. برانچیمانتماپروتئین مرتبط در گیماه )

های پروتئین مرتبط دهد و سمپس با توالیمطابقت نشمان می

ت. ،  آئجیلوپس تاسمچی،  تریتیکوم اورارتوهای  از جنس و گونه
  69-76حمدود    پمانیکوم ویرگماتومو    هوردم ولگمار،  آئسمممتیوم

رود همه آنها درصممد مطابقت دارد که همانطور که انتظار می

داد  ای هسممتند. به هر حال نتایج نشممان میگیاهانی تک لپه

توالی مرتبط از گیماهمان   و   فونیکس داکتیلیفرااین توالی بما 

ای هسمتند که آنها نیز گیاهانی تک لپه  کایننسمیز  دیوسمکورا

درصمد اسمت. همچنین این بررسمی نشمان  37-43کمتر و بین  

توالیداد کمه نزدیمک بما  ترین  مرتبط  از    DRO1همای  برنج 

،  کاریا ایلینویننسمیز ای مربوط به گیاهان  منشمأ گیاهان دو لپه

جماگلانس و    تریپتریگیوم ویلفوردی،  ریسمممینوس کمامیونیز
درصممد  37تا   36هسممتند که شممباهت آنها بین    میکروکارپا

 (.1نشان داده شد )شکل 

WHO  6کیممونولوژ یا  یانجمن هما  یالملل  نیب  هیماتحماد  

(IUIS)  پمروتمئم  ممنمبمع؛ آلمرژن  ؛  (COMPARE)  7نیمجمماممع 

آلرژ  یقمماتیتحق  برنممامممه منممابع  ؛ (FARRP)  8ییغممذا  یو 

UniProtKB  و  Allergome  .  وب سرورAllerCatPro 

-https://allercatpro.bii.a  آدرس در  گانیبصممورت را 2

star.edu.sg  است. در دسترس

 

 

 

 
6  International Union of Immunological Societies 
7  Comprehensive Protein Allergen Resource 

8 Food Allergy Research and Resource Program 
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 های متناظر در گیاهان تک لپه و دولپه.برنج مورد استفاده در این تحقیق با پروتئین  DRO1. بررسی قرابت پروتئین 1شکل 

مورد استفاده در   DRO1دهد. دایره آبی مربوط به پروتئین دایره سبز توالی متناظر از منشا گیاهان تک لپه و دایره زرد گیاهان دولپه را نشان می 2در شکل 

 این تحقیق است 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 (. bبرنج )  DRO1های مرتبط با  ( و شناسایی پروتئینa) DRO1های توالی پروتئینی برای شناسایی موتیف  SMART. نتایج پایگاه 2شکل 
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برنج مورد استفاده در این تحقیق بر اساس ارتباطات پروتئینی  DRO1. پیشگویی عملکرد پروتئین 1جدول 

 

Predicted Functional Partners Score 
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g
 

[H
o
m

o
lo

g
y
] 

OS04T0101800-01 Os04g0101800 protein (689 aa) 733/0          

WOX11 

WUSCHEL-related homeobox 11; 
Transcription factor which may be involved in 

developmental processes (By similarity). 
Promotes the development of crown roots 

(both initiation and elongation), main 
components of the fibrous root system, by 

regulating the expression of genes required 
for crown root development and hormone-

responsive genes involved in cytokinin (e.g. 
RR1, RR2, RR3 and RR4) and auxin (e.g. 
IAA5, IAA11, IAA23 and IAA31) signaling; 

Belongs to the WUS homeobox family (262 
aa) 

499/0          

ARL1 
Adventitious rootless1; Expressed protein; 

LOB domain protein; Os03g0149100 protein 
(259 aa) 

495/0          

C68 

Os02g0236100 protein; Putative SERK1 
protein; cDNA clone-J013129G20, full insert 

sequence ; Belongs to the protein kinase 
superfamily. Ser/Thr protein kinase family 

(620 aa) 

495/0          

OST48 

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase 48 kDa subunit; Essential 

subunit of the N-oligosaccharyl transferase 
(OST) complex which catalyzes the transfer 
of a high mannose oligosaccharide from a 

lipid-linked oligosaccharide donor to an 
asparagine residue within an Asn-X-Ser/Thr 

consensus motif in nascent polypeptide 
chains (439 aa) 

491/0          

OS03T0811900-01 

ADP-ribosylation factor; ADP-ribosylation 
factor, putative, expressed; Os03g0811900 

protein ; Belongs to the small GTPase 
superfamily. Arf family (181 aa) 

426/0          

JAZ12 

Protein TIFY 11d; Repressor of jasmonate 
(JA) responses (By similarity). May act on an 

initial response of JA-regulated gene 
expression toward drought tolerance as part 

of a BHLH148-TIFY11D/JAZ12-COI1A 
complex (171 aa) 

422/0          

 

 

 

 

 

 

   DRO1شناسایی موتیف 

SMART  (-http://smart.emblپممممایممممگمممماه  

eidelberg.deh  نتوانسمممت موتیف دارای کمارکردی برای )

و  2برنج پیدا کند )شممکل   DRO1ای ژن توالی اسممیدآمینه

 (.1جدول  

http://smart.embl-heidelberg.de/
http://smart.embl-heidelberg.de/
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هایی را بر نتوانسممت موتیف SMARTبه دلیل اینکه پایگاه  

 DRO1های شممناخته شممده قبلی برای ژن اسمماس پروتئین

های برنج شمناسمایی کند بنابراین به منظور پیدا کردن موتیف

پممایممگمماه   از  MEME  (-https://memeکممارکممردی 

uite.org/meme/tools/memes)  (22)   اسممتفاده شممد

نشمان داده شمده اسمت. نتایج نشمان   3که نتایج آن در شمکل 

موتیف پیشمگویی شمده در این پایگاه، تعداد شمش  10داد از 

لپمه و دولپمه همای تمکاز گونمه  DRO1پروتئین    22موتیف در  

 مورد بررسی در این تحقیق مشترک هستند. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://meme-suite.org/meme/tools/meme
https://meme-suite.org/meme/tools/meme
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  E-Valueبرنج. از ده موتیف احتمالی )قسممت بالای شمکل( که بر اسماس    DRO1های کارکردی پروتئین در انتخاب موتیف MEME. نتایج پایگاه  3شمکل  

 گیاه تک لپه و دولپه مورد بررسی در این تحقیق مشترک تشخیص داده شدند.    22اند تعداد شش موتیف در مرتب شده

Width: موتیف در پایگاهدر    یشمکاف چیهوجود    رایکند، زیم  فیبا عرض ثابت را توصم  ییالگو فیعرض موت  MEME  سمتیمجاز ن. Sites  :یی ها تیسما  تعداد  

 دهد  دهد. نتایج نشان میرا نشان می  نقش دارند فیکه در ساخت موت

 

 

 

 

 

 

 

 

 DRO1بررسی ایمنی پروتئین حاصل از تراژن 

مورد استفاده در این تحقیق با طول   DRO1توالی پپتیدی 

مورد   AllergenOnlineاسید آمینه در پایگاه   251

ای در اسیدآمینه  80قطعه  172بررسی قرار گرفت. آنالیز 

درصد با هیچ   35کل توالی این پروتئین شباهت بالای 

قطعه پپتید  244بالا(. همچنین -4آلرژنی نشان نداد )شکل 

ای کل این توالی با هیچ توالی آلرژنی منطبق اسیدآمینه  8

 (. 4نشدند )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ها در این بررسمی مشماهده  . هیچ شمباهتی با آلرژنDRO1زایی پروتئین حاصمل از تراژن  برای بررسمی احتمال آلرژی AllergenOnline. نتایج پایگاه  4شمکل 

 .نشد

  

های  توسممط آنزیم DRO1هضممم    In-silicoنتایج بررسممی 

پممایمگمماه   در  کمیممموتمریمپسمممیمن  و  تمریمپسمممیمن  پمپسمممیمن، 

PeptideCutter قطعه از این پروتئین را نشمان  251، ایجاد

( که تعداد زیادی از آنها یک تا دو اسممید آمینه  2داد )جدول  

اسمممیمد آمینمه بودنمد بجز دو   8و بقیمه قطعمات دارای طول زیر 

بما رنمگ قرمز   -  2ای )جمدول  اسمممیمدآمینمه  9و    23قطعمه  

مشمممخص شمممده اسمممت(. بما توجمه بمه اینکمه در آنمالیز پمایگماه 

AllergenOnline  8زایی قطعمات  تممام احتممالات آلرژی 

تمایی این پروتئین مورد بررسمممی قرار گرفتمه و شمممبماهتی بمه  

هما نشمممان داده نشمممده بود، بنمابراین تنهما پتمانسمممیمل  آلرژن
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های  ای در پایگاهاسممیدآمینه 9و   23زایی این دو قطعه آلرژی

AllergenOnline   وAllermatchtm    مورد بررسمی قرار

تممموالمممی   ای  اسمممممیمممدآممممیمممنمممه   23گمممرفمممت. 

QIEEVAQVENSSDNVQSVQDTVK    حاصل از

همای معمده در این دو پمایگماه هیچ بما آنزیم  DRO1هضمممم  

ای  اسمممیمدآمینمه   9هما نشمممان نمداد. توالی  شمممبماهتی بما آلرژن

PDETEINEC    پممایممگمماه در    AllergenOnlineنممیممز 

پممایگمماه   در  ولی  نممداد  نشممممان  همما  آلرژن  بممه  شمممبمماهتی 

Allermatchtm   درصمدی به   25تایی شمباهت    6در برش

 (.5یک پروتئاز سرین نشان داد )شکل 
 

 

 

 
 پپسین، تریپسین و کیموتریپسین های توسط آنزیم DRO1. نتایج برش پروتئین حاصل از تراژن 2جدول 

 

 
 

Position of cleavage 
site 

Name of cleaving enzyme(s) Resulting peptide sequence  
Peptide length 
[aa] 

Peptide mass 
[Da] 

1 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

M 1 208/149  

2 Trypsin K 1 189/146  

3 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

I 1 175/131  

4 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

F 1 192/165  

5 Pepsin (pH>2) S 1 093/105  

6 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH>2) 

W 1 288/204  

10 Trypsin VANK 4 505/430  

14 Trypsin ISGK 4 497/403  

19 Trypsin QEANR 5 632/616  

20 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

F 1 192/165  

27 Pepsin (pH>2) PANSSAP 7 666/642  

28 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

Y 1 191/181  

29 Trypsin R 1 203/174  

37 Trypsin ANVSDCRK 8 998/891  

40 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

DEF 3 396/409  

43 Pepsin (pH>2) SDW 3 395/406  

46 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

PQS 3 341/330  

47 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

48 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

L 1 175/131  
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Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

52 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

AIGT 4 410/360  

53 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

F 1 192/165  

56 Trypsin GNK 3 345/317  

79 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 
Trypsin 

QIEEVAQVENSSDNVQSVQDTVK 23 684/254  

89 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

F 1 192/165  

87 Trypsin TEEEVDK 7 862/848  

89 Trypsin IR 2 362/287  

90 Trypsin K 1 189/146  

92 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

EF 2 307/294  

94 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

ET 2 236/248  

95 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

96 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

99 Trypsin AIK 3 428/330  

106 Trypsin DQAEAQR 7 826/816  

114 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

SHDDDQVG 8 816/871  

115 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

117 Trypsin QK 2 320/274  

118 Trypsin R 1 203/174  

126 Trypsin ADGEDNEK 8 832/876  

127 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

H 1 156/155  

129 Trypsin IR 2 362/287  

130 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

Q 1 146/146  

131 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

L 1 175/131  

134 Trypsin INK 3 453/373  

135 Trypsin R 1 203/174  

140 Trypsin IIVSK 5 719/558  

142 Trypsin SK 2 268/233  

145 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

NSL 3 357/332  

147 Trypsin GK 2 241/203  
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148 Trypsin K 1 189/146  

151 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

GNT 3 276/290  

152 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

L 1 175/131  

155 Trypsin KPR 3 494/399  

159 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

SVAS 4 383/362  

160 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

161 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

162 

Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 
Trypsin 

K 1 189/146  

163 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

164 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

F 1 192/165  

165 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

M 1 208/149  

167 Trypsin CK 2 328/249  

170 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

GGF 3 296/279  

187 Trypsin TSVVPEPR 8 000/884  

181 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

NTF 3 401/380  

185 Trypsin PQSR 4 528/486  

186 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

M 1 208/149  

188 

Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 
Trypsin 

EK 2 305/275  

189 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

190 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

L 1 175/131  

191 Trypsin K 1 189/146  

194 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

AIL 3 413/315  

196 Trypsin QK 2 230/274  

197 Trypsin K 1 189/146  

205 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

IHPQNSST 8 928/882  

206 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

209 Trypsin VAK 3 401/316  

210 Trypsin R 1 203/174  
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211 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

H 1 156/155  

212 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

L 1 175/131  

214 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

DW 2 317/319  

215 Trypsin K 1 189/146  

224 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

PDETEINEC 9 074/1049  

225 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

228 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

EDA 3 298/333  

229 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

230 Trypsin R 1 203/174  

231 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

D 1 104/133  

232 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 

L 1 175/131  

238 
Pepsin (pH>2) 
Trypsin 

DDDGAK 6 586/619  

239 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH>2) 

W 1 228/204  

241 Trypsin VK 2 322/245  

245 Pepsin (pH>2) TDSE 4 403/450  

246 

Chymotrypsin-high specificity (C-term to [FYW], not 
before P) 
Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH>2) 

Y 1 191/181  

248 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

IV 2 307/230  

249 

Chymotrypsin-low specificity (C-term to [FYWML], not 
before P) 
Pepsin (pH1.3) 
Pepsin (pH>2) 

L 1 175/131  

251 end of sequence EM 2 323/287  
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های پپسین، تریپسین و کموترپسین در  با آنزیم DRO1( حاصل از هضم پروتئین PDETEINECای )اسیدآمینه 9. نتیجه بررسی شباهت قطعه 5شکل 

Allermatchtmپایگاه 
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تایی مرتبط با آلرژن مربوط به   6بررسممی ما نشممان داد توالی 

در موتیف هشمتم کشمف شمده  223تا   218اسمیدهای آمینه  

 3بوده )شممکل   DRO1از پروتیئن  MEMEتوسممط پایگاه  

توالی انتخاب شمده ما حضمور دارد.  22از    توالی 14بالا( و در 

نشمان داده  3و جدول   6بررسمی بیشمتر این موتیف  در شمکل  

( در این ETEINEشمده اسمت. محل این شمش اسمیدآمینه )

دهد سمه اسمیدآمینه آن در ای نشمان میاسمیدآمینه 15موتیف 

مشمترک و در سمه اسمیدآمینه بین این   DROتوالی  14این 

توالی ها اختلاف اسمت که بیشمترین اختلاف مربوط به حضمور  

اسممیدآمینه ترئونین )دومین اسممیدآمینه مچ شممده با آلرژن(  

حضور این موتیف با    3داده شده است. بر اساس جدول  نشان

انتخماب شمممده    DRO1همای  بیشمممترین مطمابقمت بین توالی

بوده  2/49e-19ی   P- valueو با  H. vulgareمربوط به  

 است. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 های معدهبرنج با آنزیم  DRO1سازی شده پروتئین حاصل از هضم شبیه ETEINEبرای توالی    MEME. الگوی تشخیص داده شده توسط پایگاه  6شکل 

 

 
 

این الگو که در موتیف هشمممتم معرفی شمممده در این تحقیق  

برنج وجود دارد نشمان داد شباهت آن   DRO1برای پروتئین 

به آلرژن پروتئاز سمرین بسمیار ناچیز اسمت به ویژه اینکه اسمید 

آمینمه ترئونین بما حمداقمل تعمداد در الگوی این موتیف )جمایگماه  

 ششم( وجود دارد.

 

 
ف  در دو طر یکنار اسیدآمینه 10با برنج(    DRO1)موتیف هشتم معرفی شده برای پروتئین   فیموت تی سا. 3جدول 

(SALAPRRHLDWKPDEQEINECLEDALRDLDDDGAK در )توالی متناظر با   14DRO1   از گیاهان مختلف 

 

 Name Start p-value برنج  DRO1ترتيب قرابت به 

10 XP_044949098.1 214 2.49e-19 

9 XP_044388791.1 213 2.49e-19 

7 XP_040246316.1 214 2.49e-19 

6 XP_044949099.1 214 2.49e-19 
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5 XP_044388792.1 213 2.49e-19 

4 XP_020188438.1 214 2.49e-19 

3 XP_048530259.1 214 2.49e-19 

1 XP_025876116.1 214 1.36e-18 

11 XP_039795347.1 212 1.61e-17 

8 XP_039817506.1 212 1.61e-17 

2 XP_006660662.1 214 2.32e-17 

14 XP_047050258.1 203 3.21e-16 

13 XP_047052322.1 203 3.21e-16 

12 XP_051187618.1 203 3.21e-16 

 

 

سمازی شمده پروتئین والی حاصمل از هضمم شمبیهموتیف دارای ت

DRO1  در پمایگماه  تمایی    6همای معمده در برش  برنج بما آنزیم

Tomtom   نیز بررسمممی شمممد. نتایج مربوط به سمممه موتیف

بندی  شمناخته شمده پیدا شمده توسمط این پایگاه بر اسماس رتبه

E-value    نشمان داده  7در شمکل   8نسمبت به موتیف شمماره

شمده اسمت و نشمان دهنده این اسمت که شمش اسمیدآمینه  

های شناخته شده توسط این پایگاه  مرتبط با آلرژن در موتیف

 وجود ندارد.
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   Tomtomبرنج در پایگاه  DRO1. نتیجه بررسی موتیف هشتم معرفی شده برای پروتئین 7شکل 

 

 

 

 

 DRO1با توجه به اینکمه نتمایج ما ایمن بودن بالقوه پروتئین 

داد سمماختار سممه بعدی این پروتئین نیز برای  را نشممان می

اطمینان بیشمتر از عدم مشمابهت با پروتئاز سمرین که در برش 

( به دسمت 23)  Phyre2تایی به دسمت آمده بود در پایگاه    6

آمد و مقایسمه شمد و عدم مشمابهت سماختار سمه بعدی آنها 

 (.  8تایید شد )شکل 

 

بنمابراین نتمایج این تحقیق نشمممان داد شمممواهمدی مبنی بر 

برنج به صورت   DRO1زایی پروتئین زایی و حساسیتآلرژی

بمالقوه وجود نمدارد. برای اطمینمان بیشمممتر از عمدم پتمانسمممیمل  

حسمممماسمممیممتآلرژی پممایگمماه  زایی و  از  پروتیئن،  این  زایی 

AllerCatPro 2.0   ش یپ   یبراجدید  وب سرور نیز که یک  

( اسمتفاده شمد. این 21یی اسمت )زاتیحسماسم  لیپتانسم  ینیب

 لیمپتمانسممم  ینیبشیپ پمایگماه کمه اخیرا توسمممعمه داده شمممده  

 یبر اسماس شمباهت توالرا هم   نیپروتئ  یهایتوال  ییزایآلرژ

  ی سمه بعد یسماختارها هم بر اسماس شمباهت  و  نهیآم دیاسم

برای این جمامع    یهمامجموعمه داده  بررسمممی کرده و ازآنهما  

 100کند. نتایج این پایگاه نه تنها به طور  منظور اسمتفاده می

درصمد عدم وجود شمواهدی دال بر آلرژین بودن این پروتئین 

هایی  به پروتئین  DRO1را نشان داد بلکه حتی عدم شباهت  

های خودایمنی  زایی کم و نیز عدم شممباهت به آلرژنبا آلرژی

نشمان داده شمده  8را نیز نشمان داد. نتایج این پایگاه در شمکل 

ها و پتانسممیل و هیچ شممواهدی مبنی بر شممباهت به آلرژن

 زایی در آن یافت نشده است. آلرژی
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 ( 21)  نیپروتئ ییزاتیحساس لیپتانس ینیب شیپ ی برا  یوب سرور AllerCatPro 2.0برنج در پایگاه  DRO1. تایید ایمن بودن پروتئین 8شکل 

 

 

  گیریبحث و نتیجه 
 ن یجهان اسممت. ا  تیاز جمع یمیاز ن  شیب یاصممل  یبرنج غذا

درصمد   90شمود و یکشمور کشمت م  100از    شیمحصمول در ب

اسمت. به دلیل مصمرف زیاد آب   ایآسم  در  ی آنجهان داتیتول

در کشمت برنج ارائه راهکارهایی که بتوانند میزان مصمرف آب  

را در کشممت برنج کاهش دهند در جهت دسممتیابی به امنیت  

غذایی این محصول موثر خواهند بود. در این تحقیق پروتئین 

DRO1   از منشمما یک گونه وحشممی برنج به منظور اسممتفاده

اثرات مفید آن در بهبود سمماختار ریشممه در جهت تحمل به 

خشمکی و افزایش عملکرد گیاه بررسمی شمد. پس از شمناسمایی  

لپمه و دولپمه و پروتئین همای متنماظر آن در گیماهمان تمک 

زایی زایی و ایمنیها، ارزیابی پتانسمیل آلرژیشمناسمایی موتیف

والی و سماختار سمه آن نشمان داد که فاقد هر گونه شمباهت ت

توان آن را به طور  های شناخته شده بوده و میبعدی با آلرژن

بالقوه ایمن در نظر گرفت و با انتقال این ژن به صممورت بیش 

بیمان و نیز مختص ریشمممه در برنج تجماری رقم هماشممممی بمه  

آبی عملکرد مناسمبی هایی دسمت یافت که در شمرایط کملاین

 تیظرف  م،ید دیتول  یهاسمممتمیدر سممماز خود نشمممان دهند.  

  یاز خاک برا   یشمتریآب از حجم ب  جذب  یبرا  یزراع   اهانیگ

  سمتمیبه سم یادیمهم اسمت و تا حد ز اریعملکرد بسم  یداریپا

در  DRO1ژن  نه،یزم نیدارد. در ا  یبسمممتگ قیمع  شمممهیر

ه  شمد  ییشمناسما شمهیر  هیکننده زاو  میتنظ کیبه عنوان  برنج 

 کیمبما    (KPکینمانمدانمگ پماتمانمگ ). رقم برنج  (24و25اسمممت)

را نشان  ای عمودی با زاویه تندشهیر DRO1از    نسخه کامل

کم   یهاشمممهیر  یدارا  IR64که رقم برنج   یدهد، در حالیم

نسبت   DRO1از آلل    نسخه ناقص کیکه به    است  یترعمق

تحقیقات ما نیز نشمان داد رقم هاشممی که .  (25شمود)یداده م

در بین مردم کشور ما از بازارپسندی خوبی برخوردار است به 

توانمد از مزایمای آن در دلیمل وجود نسمممخمه نماقص این ژن نمی

بهبود سماختار ریشمه، تحمل خشمکی و بهبود عملکرد اسمتفاده 

تحممل بمه   یدر برنج برا  قیعم  ییزاشممممهیر(.  10-12کنمد)

در طول   شمتریب  نینیتوکیسم جریان تروژن،یجذب ن ،یخشمک

(. 14مرتبط اسمت)  محصمول شمتریپر شمدن دانه و عملکرد ب

ای  ارقام مختلفی از برنج وجود دارند که دارای سمیسمتم ریشمه

طور  بمهکمه  IR64(. ارقمام زراعی مماننمد  26متفماوتی هسمممتنمد)

شمود دارای ریشمه سمطحی هسمتند، وسمیعی در آسمیا کشمت می

دهی عمیق را نشممممان داده ، ریشممممهKPکمه رقم  در حمالی

(. بیان 25اسمت) DRO1(. ژن مسمئول این صمفت، 13اسمت)

سممبب تغییر زاویه رشممد ریشممه شممده، منجر    DRO1بالای  

(.  27ها به سمممت عمق خاک رشممد کنند)شممود که ریشممهمی

صممفتی پیچیده و ترکیبی از اثرات زاویه رشممد ، ریشممه عمیق

ژن   (.28ای اسمت)های گرهریشمه، طول ریشمه اولیه و ریشمه

DRO1  شممدن ای عکس با اکسممین دارد که در طویلرابطه

ها در راس ریشممه که سممبب رشممد نامتقارن ریشممه و سمملول

شمود،  خوردگی انتهای ریشمه در پاسمخ به جاذبه زمین میگره
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(. این ژن در شمرایط خشمکی نقش مناسمبی  28دخالت دارد)

در افزایش طول ریشه و افزایش جذب آب و مواد غذایی دارد. 

بمه یمک رقم برنج بما ریشمممه کم عمق، لاین   DRO1انتقمال  

حاصممل را قادر سمماخت تا از خشممکی توسممط افزایش عمق 

به حفظ عملکرد دهی خود اجتناب کند و این امر منجرریشمه

بالا در شمرایط تنش خشمکی در مقایسمه با رقم اولیه شماهد  

(. در تحقیق ممذکور، بیومماس و طول ریشمممه تغییر  13شمممد)

های پر شمده( چندانی نداشمت ولی میزان محصمول نهایی )دانه

درصمد افزایش  30در تنش خشمکی متوسمط و شمدید حدود  

توانایی   DRO1(. مطالعات نشمان دادند که ژن 15نشمان داد)

وژن را داشممته و همچنین با تنظیم جریان افزایش جذب نیتر

ها را در شمرایط  سمیتوکنین، نقش مهمی را در پر شمدن دانه

(. در این تحقیق علاوه بر تماییمد ایمنی 14کنمد)مزرعمه ایفما می

همای کمه بیمان دائمی آن را در لاین  DRO1بمالقوه پروتئین  

زایی  زایی و حسممماسمممیمتحماصمممل فماقمد احتممال خطر آلرژی

کند، بیان مختص ریشمه و عدم حضمور پروتئین بینی میپیش

توانمد در اطمینمان بیشمممتر از ایمنی حماصمممل در بمذر نیز می

های ایمنی محصممولات غذایی حاصممل موثر باشممد. بررسممی

  یوتکنولوژ یب  یقطع  دیماز فوا  یبرداربهره  نیتضممممزیسمممتی  

ی را  فنماور  نیکماربرد ا  یاحتممال  یآثمار جمانب  تیمریممدرن و ممد

دربرداشممته و اسممتفاده از مزایای مهندسممی ژنتیک در جهت  

(. همچنین در این 29امنیت غذایی را در پی خواهد داشممت)

از یکی از گونه های برنج بوده و  DRO1تحقیق منشممما ژن 

ژن از گونمهانتقمال  مفیمد  از طریق  همای  تلاقی  قمابمل  همای 

ژنسمممیس و مهنمدسمممی ژنتیمک بمه گیماه همدف کمه بمه سمممیس

اینتراژنسمیس معروف اسمت در برخی کشمورها با قوانین کمتر  

بدیهی اسمت آزمایشمات تکمیلی ای مواجه هسمتند.  سمختگیرانه

زیسممتی و فیزیولوژی در مراحل بعدی پژوهشممی مورد ایمنی

 نیاز خواهند بود.
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بررسی و جداسازی میکروارگانیسم های جدا شده از اتاق تمیز یک کارخانه داروسازی و بررسی  

 شیمیایی بر بقای آن ها -برخی از عوامل فیزیکو 

 2، امیر مسعود دانشور    * 1عباس اخوان سپهی  

 استاد ، گروه میکروب شناسی دانشکده علوم زیستی تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران  .1

 دانش آموخته کارشناسی ارشد، گروه میکروب شناسی دانشکده علوم زیستی تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران  .2

 

 چکیده 
اتاق تمیز نقشی کلیدی در صنایع مختلف از جمله صنایع داروسازی دارد. فضای تمیز  مبنا و اساس فضای تولیدی    : سابقه و هدف

این  از  پایدار باشد و برای اطمینان  در صنعت داروسازی و برخی از صنایع دیگر است.به همین علت این فضا باید دارای شرایطی 

 آن رصد گردد.  پایداری  به صورت دائمی پایش گشته، تغییرات

این تحقیق به مدت  مواد و روش ها در   :84    ( بر طبق   7روز  اتاق تمیز در یک شرکت داروسازی  از کلاس های مختلف  هفته( 

با روش ها و تجهیزات استاندارد و بر اساس شاخص های ارزیابی    WHO     ،USP 46 (2024)     ،PIC/S (2023)استانداردهای  

ریسک  و تحلیل ریسک نمونه گیری به عمل آمده ، میکروارگانیسم های شاخص و دارای اهمیت در استانداردهای دارویی ) بر اساس  

نوع ماده   2( تعیین جنسیت و گونه گردیدند و در نهایت اثرات برخی از عوامل شیمیایی و فیزیکی )  USP 46روش های مندرج در 

 ن میکروارگانیسم ها بررسی شد.  ( بر ای BSCخاصل از لامپ نصب شده در فضای  UVضدعفونی کننده تجارتی و نور 

روز نمونه گیری و تعیین پروفایل میکروبی مبین این بود که تعداد میکروارگانیسم ها ) به خصوص در   84: بررسی ها پس از   یافته ها

( مطابق با استانداردهای دارویی می باشد و ارتباط بین برخی از پرسنل و ملزومات      ISO Class 5 & 6فضاهای با حساسیت بالاتر )  

تولید نمی شوند نشان داد که احتمالا منشاء ورود میکروارگانیسم ها به این فضا، همین مسیرها    GMPبسته بندی که اغلب در شرایط  

 باشند. 

  با  مطابق   تولیدی مورد بررسی های   بخش  تمام  که نمونه گیری های میدانی و بررسی و تحلیل این نمونه ها نشان داد  : نتیجه گیری

و   2019و  2015، تدوین شده در سالهای ISO 14644و استانداردهای سه گانه  WHOالزامات فضای تمیز بر اساس استانداردهای 

فارماکوپه های مورد استناد صنایع داروسازی و سازمان های نظارتی بوده است و به کار بردن راهکارهایی ساده میتواند سطح آلودگی 

 میکروبی را در این فضاها کاهش دهد. 

 :میکروارگانیزم، دارو، سلامت، کنترل کیفیت، اتاق تمیز کلمات کلیدی  
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Abstract 

Introduction: Clean room plays a key role in various industries including pharmaceutical 

industries. Clean space or in more precise terms, clean room is the basis of the production space in 

the pharmaceutical industry and some other industries. For this reason, this space must have stable 

conditions and to ensure this stability, it must be constantly monitored and its changes monitored. 

In this research, using standard methods approved by sources and pharmaceutical standards, the 

clean room in different classes was microbiologically examined and the main microorganisms 

isolated were identified and sourced. 

Methods: In this research, for 84 days (7 weeks), different classes of clean room in a 

pharmaceutical company according to WHO standards, USP 46 (2024), PIC/S (2023) with standard 

methods and equipment and Based on the risk assessment indicators and risk analysis of sampling, 

the indicator and important microorganisms in pharmaceutical standards were determined by sex 

and species, and finally the effects of some chemical and physical factors (2 types of commercial 

disinfectants and special UV light) from the lamp installed in the space of BSC) was investigated 

on these microorganisms. It should be noted that the determination of the type of microorganisms 

was done by biochemical method based on the classical methods included in the reference 

pharmacopoeias. 

Results: After 84 days of sampling and determining the microbial profile, the investigations 

showed that the number of microorganisms (especially in high sensitivity spaces (ISO Class 5 & 

6) is in accordance with pharmaceutical standards and the relationship between some personnel 

and supplies The packaging, which are often not produced under GMP conditions, showed that the 

origin of the entry of microorganisms into this space is likely to be these routes. 

Discussion and conclusion: Field sampling and the analysis of these samples showed that all the 

investigated production sectors comply with the clean space requirements based on WHO 

standards, ISO Standard 14664-1 (2019) and pharmacopoeias cited by the pharmaceutical industry. 

and regulatory organizations, and using simple solutions can reduce the level of microbial 

contamination in these spaces. 

Keywords: microorganism, medicine, health, quality control, clean room

 



 فصلنامه ی تازه های زیست فناوری میکروبی 

 

82 
 

 مقدمه

اصممل اساسممی بنمما نهمماده شممده  2نمموین بممر   1امممروزه طممب

.  درممان مموثر 3و  درممان  2است کمه عبارتنمد از: تشمخیص

بیماریهممای مختلممف بمما اسممتفاده از داروهممایی صممورت مممی 

پممذیرد کممه پممس از دسممتیابی انسممان بممه دانممش نمموین در 

شمماخه هممای مختلممف علمموم کشممف ، فرمولممه و یمما طراحممی 

شده انمد. درممان کمار آممد و اسمتفاده از داروهمای مختلمف، 

خود نباید موجبمات بمروز مشمکلات دیگمری بمرای سملامت 

مصممرف کننممده را فممراهم آورنممد. یکممی از شممایع تممرین ایممن 

مشممکلات، عفونممت همما و آلممودگی هممای ثانویممه ناشممی از 

مصممرف داروهممایی اسممت کممه، اسممتانداردهای لازم را کسممب 

ننممموده انممد. علیممرغم پیشممرفت هممای شممگرف در صممنعت 

داروسممازی، متاسممفانه سممالانه ممموارد متعممددی از عفونممت 

هممای میکروبممی ناشممی از مصممرف داروهممای آلمموده گممزارش 

بممه ویممژه  –گممردد کممه حتممی مممرگ مصممرف کننممدگان مممی 

را موجممب مممی شمموند. تولیممد  داروهممایی بمما  –کودکممان 

آلممودگی هممای میکروبممی عمملاوه بممر ایجمماد مشممکلاتی در 

 
1 Medicine 
2 Diagnosis 
3 Treatment 
4 Microbial Quality Control Laboratory (MQCL) 

سمملامتی جامعممه مصممرف کننممده، موجممب ایجمماد ضممررهای 

هنگفممت مممالی بممرای تولیممد کننممدگان دارو و متصممدیان 

امممور سمملامت جامعممه خواهممد شممد.   بممرای جلمموگیری از 

چنممین پیشممامدهای نمماگوار و ناخواسممته ای، ضمممن کنتممرل 

نهممایی کیفیممت داروهممای تولیممد شممده در آزمایشممگاه هممای 

، لازم اسممت در طممی فراینممد  4کنتممرل کیفیممت میکروبممی

تولید نیمز بمر اسماس روش همای ارزیمابی و تحلیمل ریسمک 

، کنترل های مناسبی اعممال گردنمد تما همم امکمان بمروز و 

 ظهممور آلممودگی مهیمما نگممردد و هممم در اولممین مرحلممه بمما

تشممخیص آلممودگی احتمممالی از توسممعه آن و ادامممه رونممد 

تولیممد محصممولات آلمموده جلمموگیری بممه عمممل آیممد.یکی از 

این کنترل همای بنیمادی، بررسمی وضمعیت فضماهای تولیمد 

دارو، تعیممین کمملاس فضمماهای تمیممز ، تعیممین میممزان مجمماز 

آلمممودگی ، جداسمممازی و شناسمممایی میکروارگمممانیزم هممما، 

عوامممل ممموثر بممر رشممد، بقمما و مممرگ میکروارگممانیزم همما و ...  

 می باشد.

 اتاق تمیز 

اساس کنترل آلمودگی در صمنعت داروسمازی بمر پایمه اتماق 

تمیز مناسب و با عملکمرد مکفمی اسمتوار اسمت. بمه فضمایی 

آن تحممت کنتممرل  6و شممرایط محیطممی 5کممه تعممداد ذرات

باشممد اتمماق تمیممز گوینممد. بممه عبممارت دیگممر، اتمماق تمیممز، 

فضممایی مهندسممی شممده اسممت کممه غلظمممت ذرات را در 

مقممادیری انممدک و قابممل کنتممرل حفممظ مممی کنممد. چنممین 

آن بممه صممورت  آلممودگی و بممه خمموبی ایزولممه شممده فضممایی

اتمماق تمیممز یممک محممیط پویمما   زدوده مممی گممردد. 7فعممال

اسممت. بممه کلیممه عممواملی کممه ناخواسممته وارد محممیط مممی 

5 Particles 
6 Enviromental Condition 
7 Dynamic 
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زیستی تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی،  

 تهران، ایران 

  آدرس الکترونیک:

akhavansepahi@gmail.com  

 15/01/1404تاریخ دریافت مقاله: 

 23/06/1404: مقاله تاریخ پذیرش

mailto:akhavansepahi@gmail.com


 فصلنامه ی تازه های زیست فناوری میکروبی 

 

83 
 

گردنممد و موجممب بممروز مشممکلات متعممددی در فراینممدهای 

اطمملاق مممی   1جمماری در یممک محممیط مممی شمموند، آلممودگی

شود. وظیفه کلیه اجمزاء یمک اتماق تمیمز کنتمرل آلمودگی و 

 .(Naughton,2019بمممه حمممداقل رسممماندن آن اسمممت )

تعممداد ذرات مجمماز در ایممن فضمما بممر اسمماس کمماربرد اتمماق 

تمیممز تعیممین میگممردد تمما تمماثیر آلممودگی بممر فراینممدها، 

 ASHREAتجهیممممزات و افممممراد را کمممماهش دهممممد ) 

Handbook , 2018 ). 

 کاربرد اتاق تمیز

از صممنایع تحقیقمماتی و تولیممدی  اتمماق تمیممزدر بسممیاری

صمنایع الکترونیمک ،  2سماخت نیممه همادی هماماننمد  مدرن  

و کممامپیوتر، صممنایع همموا و فضمما، صممنایع ابممزار دقیممق، 

ها و همچنممین فرآینممد کالیبراسممیون، تولیممد میکروماشممین

و علمموم زیسممتی،  تولیممد انممواع داروهمما، تجهیممزات پزشممکی

، غممذاهای آممماده و بسممیاری بیوتکنولمموژی، صممنایع نظممامی

 .(Naughton,2019)د  محصولات دیگر کاربرد دارن

 اتاق تمیز گذری بر پیشینه

سممربازان رومممی اولممین کسممانی بودنممد کممه جهممت بسممتری 

 بیممماران خممود بممه فکممر اسممتفاده از اتمماق تمیممز افتادنممد

(Naughton,2019). قممدم بعممدی. در طممی جنممگ داخلممی

، برداشممته شممد ) 1865تمما  1860آمریکمما، بممین سممال هممای 

T.Sandle , 2016). پیشممممممممگام در  3ژوزف لیسممممممممتر

در جراحممی بممود. او بمما 4اسممتفاده از روش هممای آسممپتیک

در ارتبماط بما روش    5مموثر لمویی پاسمتور  الهام از کشمفیات

های از بین بمردن میکمروب هما تملاش کمرد تما بما اسمتفاده 

و در فضمما  6از پخممش و پاشممش مممواد ضممد عفممونی کننممده 

 
1 Contamination 
2 Semiconductors 
3 Joseph Lister 
4 Aseptic 
5 Louis Pasteur 

 7اسممتفاده از پانسمممان هممای آغشممته بممه کربولیممک اسممید

)فنمممل ( عفونمممت پمممس از جراحمممی را کنتمممرل کنمممد 

(T.Sandle  ,2016).  اتمماق تمیممز بممه معنممای امممروزی آن

در   8توسمممط فیزیکمممدان آمریکمممایی ویلمممیس ویتفیلمممد

مممیلادی طراحممی  1960در سممال  9آزمایشممگاه ملممی سمماندیا

 .(Naughton,2019) وساخته شد

اهمیاات آلااودگی میکروباای و پااایش اتاااق تمیااز در  

 صنعت داروسازی

صمنعت داروسمازی از جملمه صمنایعی اسمت کمه از امکانمات 

اتمماق تمیممز اسممتفاده مممی کند.تولیممد داروی سمملامت از 

ارکممان مهممم تممامین سمملامت پایممدار جامعممه اسممت وجممود 

آلممودگی در اتمماق تمیممز مممورد مصممرف در صممنایع دارویممی 

می تواند موجبمات بمروز انمواع بیمماری هما و واکمنش همای 

 آلرژیک در مصرف کننده گردد.

سمممالانه، وجمممود آلمممودگی همممای میکروبمممی کمممه توسمممط 

آزمایشمممگاه همممای کنتمممرل کیفیمممت میکروبمممی صمممنایع 

داروسمممازی تشمممخیص داده نشمممده اسمممت و موجمممب ورود 

داروی آلموده بممه بممازار مصممرف گردیممده اسممت عمماملی اسممت 

محصممول از بممازار و در نتیجممه ضممررهای  10بممر بممازخوانی

 , Roy et alهنگفممت مممالی بممرای تولیممد کننممدگان دارو ) 

(. عوامممل ممموثر در کیفیممت اتمماق تمیممز عبارتنممد از  2023

طراحممی اتمماق تمیممز، نقممش مصممالح سمماختمانی یمما سممطوح، 

 تجهیمممممزات،  ( HVAC 9سیسمممممتم هواسممممماز          ) 

پمس از اسمتفاده از اتماق  .مرتبط بما فراینمد تولیمد و پرسمنل

تمیممز در صممنایع داروسممازی، توجممه بممه حفممظ شممرایط 

میکروبممی ایممن فضمما و پممایش میکروبممی آن جلممب گردیممد و 

برخممی از محققممین بمما جممدا سممازی میکروارگانیسممم همما 

6 Disinfectant 
7 Carbolic Acid 
8 Willis Witfield 
9 Sandia National Laboratories (SNL) 
10 Recall 
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موجود در اتماق تمیمز ممورد اسمتفاده در صمنایع داروسمازی 

مطالعممه دامنممه، انممواع و  نشممان، بممه ایممن مهممم پرداختنممد.

 یشممده در اتمماق همما افممتی همما سمممیکروارگانیم یالگوهمما

را ی توانممد اطلاعممات ضممرور یممم Microfloraیمما  زیممتم

پرسممنل بممه  و همما فممراهم کنممد سممتیولوژیکروبیم یبممرا

 کمممک بممه و زیممدر درک اتمماق تم تیممفیکنتممرل کبخممش 

بمما  .( Park et al , 2013)  ی یمماری رسمماندآلممودگ کنتممرل

در   یکمم  اریبسم  مطالعمات  ،یاطلاعمات  نیچنم  تیموجود اهم

و مقممالات انممدکی  انجممام شممده اسممت یداروسمماز نممهیزم

منتشمر   ریماخ  یدر سمال هما  زیمفلمور اتماق تم  کرویمدرباره  

( و همکممممارانش از  T.Sandle , 2011)  شممممده اسممممت

پیشممروان بررسممی کیفیممت میکروبممی اتمماق تمیممز بودنممد.  

 ISOتحقیقمممات در ممممورد میکروبیممموم اتممماق تمیمممز در 

Class 5 & 6  بیشممتر مممورد توجممه قممرار  2020از سممال

(  Kawaei et al , 2019و  Hamdi , 2018گرفمممممممت .) 

در ایمممممممران تقریبممممممما  (. Pacchioni et al , 2018و ) 

تمممامی مطالعممات در مممورد اتمماق تمیممز، مربمموط بممه حمموزه 

مهندسمی ایمن اتماق بمموده اسمت و در حموزه میکروبیولمموژی 

 اتاق تمیز تحقیق مدونی در دست نیست.

 نمونه برداری 

در ایممن تحقیممق نمونممه بممرداری از همموای اتمماق تمیممز،  

سممطوح ممموثر ) شممامل دیوارهمما، کممف و دسممتگاه هممای 

،و بخمش همای 1تولیدی(، پرسمنل ) شمامل انگشمتان دسمت

اتمماق تمیممز( و مممواد و ملزومممات  2مختلممف لبمماس مخصمموص

مطممابق تممواتر و کمملاس هممر بخممش انجممام  3بسممته بنممدی

 & ISO Class 5 & کمملاس مختلممف  4گرفممت. در ابتممدا 

6 & 7 & 8  (Grade A & B & C & D  در بخمممممممش)

هممای سمماخت محصممولات تزریقممی جهممت ایممن مطالعممه 

 
1 Gloves Test 
2 Overall Gown 
3 Packing Materials 
4 Primary Sampling Point 

انتخمماب گردیممد. سممپس بممرای تعیممین تعممداد نمونممه همما و 

 Riskجایگممماه نمونمممه گیمممری از روشمممی موسممموم بمممه  

Analysis  اسممتفاده گردیممد. بممدین صممورت کممه بممر اسمماس

( n=√A و فرمممول  ) USP 46دسممتور العمممل منممدرج در 

سمممطح اتممماق تمیمممز اسمممت  و جمممداول  A، کمممه در آن 

Military  تعممممداد نهممممایی نمونممممه هممممای لازم تعیممممین

برابممر ایممن تعممداد،  3گردید.سممپس بممه میممزان حممداقل 

 PSPمکانهایی تحمت عنموان محمل نمونمه گیمری اولیمه یما  
مشخص شمد. ایمن نقماط بمر اسماس سمرعت جریمان هموا   4

 CFM5و میمممزان  Anemometerکمممه توسمممط دسمممتگاه 

 Accubalance Hoodکمممه توسمممط  HVACخروجمممی از 

. سمپس بمه ممدت  اندازه گیمری ممی گمردد، تعیمین شمدند

روز کاری نمونمه گیمری از تممام نقماط بمه عممل آممد و   21

 در انتهمما نقمماطی را کممه بممالاترین میممزان آلممودگی میکروبممی

، بمه عنموان نقماط نهمایی هفتمه را دارا بودنمد  3در طی ایمن  

انتخمماب شممدند.. در نهایممت  7یمما بممدترین حالممت TSP6یمما 

روز مطممابق بمما  84نمونممه گیممری از نقمماط نهممایی بممه مممدت 

هفتممه ) بممر اسمماس تممواتر و کمملاس ( انجممام گردیممد.  12

تعممداد و نقشممه نقمماط نهممایی نمونممه گیممری بممه شممرح ذیممل 

است.این نقاط جهمت نمونمه گیمری از هموا و سمطوح ممورد 

اسمممتفاده واقمممع گردیدنمممد.  * تعمممداد نقممماط نهمممایی در 

Grade A ( ISO Class 5 ) : 9  نقطممه بمما تممواتر نمونممه

 برداری روزانه

 Grade B ( ISO* تعمممممداد نقممممماط نهمممممایی در 

Class 6 )  :6 نقطه با تواتر نمونه گیری روزانه 

 Grade C ( ISO* تعمممممداد نقممممماط نهمممممایی در 

Class 7 ) :13 نقطه با نمونه گیری هفتگی 

5 Cubic Feet per Minute 
6 Terminal Sampling Point 
7 Worst Case 
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 Grade D ( ISO* تعمممممداد نقممممماط نهمممممایی در 

Class 8 )  :29 نقطه با نمونه گیری ماهانه  

 :نمونه برداری از هوا به دو روش زیر انجام گرفت

   1فعال   -الف

  2در نمونممه گیممری فعممال از دسممتگاه نمونممه گیممر همموا 

استفاده می گردد. در ایمن دسمتگاه هما هموای مکیمده شمده 

 SDAیمما  TSAاز روی یممک پلیممت حمماوی محممیط کشممت 

عبممور کممرده و میکروارگانیسممم همما موجممود در آن بممر روی 

سطح محیط کشمت قمرار میگیرنمد و سمپس ایمن ظمرف در 

دمممای مناسممب انکوبممه شممده و رشممد میکروارگانیسممم همما در 

آن بررسمممی ممممی شمممود. در ایمممن مطالعمممه از دسمممتگاه 

Impactor SAS 360 90بممما زاویمممه  3کمممه دارای دو سمممر 

درجه نسبت بمه همم ممی باشمند اسمتفاده شمد.این دسمتگاه 

دقیقممه از روی  10لیتممر همموا را در مممدت  1000قممادر اسممت 

عممدد پلیممت حمماوی محممیط کشممت عبممور دهممد. بممرای  2

بررسممی میکروارگانیسممم همما موجممود در همموای اتمماق هممای 

 ° Cو دمممای  TSAتمیممز کمملاس هممای مختلممف، از محممیط 

جهمممت بررسمممی رشمممد بممماکتری هممما و از    5/32 ± 5/2

جهمممممت    C ° 5/2 ± 5/22و دممممممای  SDAمحمممممیط 

 بررسی رشد قارچ ها و مخمر ها استفاده گردید.

   4غیر فعال  -ب

در ایمن نمونممه گیمری از پلیممت هممای حماوی محممیط کشممت 

TSA   در محل همای نهمایی مشمخص شمده بمر روی سمایت

 45 °و بمما زاویمممه  304هممایی خممماص از جممنس اسمممتیل 

نسبت به سطح ، اسمتفاده ممی گمردد. بمه ایمن روش پلیمت 

هممم گفتممه مممی شممود.زمان لازم بممرای پلیممت  5گممذاری

 
1 Active 
2 Air Sampler 
3 Head 
4 Passive 

 mm 90سمماعت و قطممر پلیممت مممورد اسممتفاده  4گممذاری 

 است.

در نمونممه گیممری از همموا، روش غیممر فعممال دارای الویممت 

نمونممه گیممری فعمال بممه عنمموان روش تاییممدی  اسمت و روش

 Grade A & Bمممورد اسممتناد قممرار مممی گیممرد. در کمملاس 

و در تمممام  6نمونممه گیممری غیممر فعممال بممه صممورت پیوسممته

سمماعته و بمما  4مممدت فعالیممت تولیممدی بایممد در بممازه هممای 

تعویض محیط کشمت انجمام گردد.بمرای مثمال اگمر فعالیمت 

سماعت اداممه  داشمته باشمد، بایمد در   12تولیدی بمه ممدت  

ساعته پلیمت همای حماوی محمیط کشمت تجدیمد   4دوره    3

شمموند. نمونممه بممرداری از سممطوح بممه دو روش انجممام مممی 

بمما : Dacronهممای بمما جممنس  Swabیابممد. اسممتفاده از 

یممک  ،اسممتفاده از شممابلون بممر روی سممطح مممورد بررسممی

سمانتی متممر مربمع را مشممخص  25یمما  10محوطمه بمما ابعماد 

از تیمموب آن خممارج کممرده و بممه گونممه ای  را  Swab کنیممد.

بر روی سمطح قمرار دهیمد تما تممام بخمش داکرونمی آن بمر 

را در یممک لولممه  Swabسممپس روی سممطح قممرار گیممرد. 

اسمتریل فمرو بمرده و سمپس بما   TSBحاوی محمیط کشمت  

فشممردن آن بممه دیممواره لولممه مممایع اضممافی آن را حتممی 

المقدور کماهش ممی دهمیم. بما توجمه بمه الگموی مشمخص 

جهممت بممر روی سممطح  4شممده در شممکل زیممر سممواب را در 

مممی کشممیم تمما حممداکثر مقممدار برداشممت از روی سممطح 

 TSBرا در محمممیط کشمممت  Swabحاصمممل آید.سمممپس 

اولیممه قممرار داده و بمما انتقممال بممه آزمایشممگاه و بممه روش 

Pour Plate  تعممداد میکروارگانیسممم هممای جممدا شممده را

: در روش 7شمممارش مممی نممماییم. اسممتفاده از پلیممت تماسممی

یممک پلیممت  Contact Plateنمونممه گیممری بمما اسممتفاده از 

سممانتی متمر را کممه بممه  گونممه ای از  5/5مخصموص بمما قطممر 

5 Settling Plate 
6 Continius   
7 Contact Plate 
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محممیط کشممت پرشممده اسممت کممه سممطحی محممدب ایجمماد 

دقیقمه بممر روی سمطح مممورد نظمر قممرار  3نمایمد، بمه مممدت 

داده و سممپس بممه انکوبمماتور منتقممل مممی نممماییم و رشممد 

 میکروارگانیسم ها بر روی آن بررسی می نماییم.

 نمونه گیری از پرسنل 

   Finger Testیا   Gloves Test-الف

در ایممن روش پرسممنل شمماغل در هممر بخممش انگشممتان هممر 

ثانیممه بممر روی سممطح  30دو دسممت خممود را بممه مممدت 

نگهداشممته و هماننممد روش اخممذ اثممر  TSAمحممیط کشممت 

انگشممت در ادارات پلممیس بمما حرکممت انگشممتان و دوران آن 

ها امکمان تمماس تممام سمطوح انگشمتان بما محمیط کشمت 

را فممراهم مممی آورنممد. ، سممپس محیطهممای کشممت در دمممای 

روز درجممه انکوبممه مممی گردنممد. و در  5بممه مممدت  37-35

 نهایت از نظر تعداد و نوع مورد بررسی قرار می گیرند.

 1آزمون لباس  -ب 

یکممی از ممموارد مهممم در بممروز آلممودگی، آلممودگی البسممه 

پرسنل اسمت، چمرا کمه بما توجمه بمه تمماس مسمتقیم ایمن 

پوشش هما بما پوسمت، تجهیمزات و ملزوممات بسمته بنمدی، 

امکممان آلممودگی البسممه و پیممرو آن نشممت آلممودگی میکروبممی 

به محصمول وجمود دارد.بنمابراین بما اسمتفاده از پلیمت همای 

نقطمممه پوشمممش کارکنمممان نمونمممه گیمممری  3تماسمممی از 

میکروبممی بممه عمممل مممی آیممد.این سممه نقطممه عبارتنممد از : 

) آزممون همای بمه نمام نقماط   4و زانمو  3، آرنمج2قفسه سمینه

نمونه برداری همم شمناخته ممی شموند(. سمپس محیطهمای 

روز درجممه انکوبممه  5بممه مممدت  35-37کشممت در دمممای 

می گردند. و در نهایمت از نظمر تعمداد و نموع ممورد بررسمی 

 قرار می گیرند.

 نمونه برداری از ملزومات بسته بندی

   PVDC 6و    PVC 5فیلم    -الف 

بممرای انجممام آزمممون میکروبممی ایممن اقمملام، قطعممه ای بممه 

 SDAو  TSAرا بمممر روی محمممیط  cm 10 × 10انمممدازه  

روز محتمموای میکروبممی آن  5قممرار داده و پممس از گذشممت 

 را بررسی می نماییم.

 PVDCو  PVCهماننمممممممممد   Aluminium Foil  -ب 

 تحت آزمون قرار میگیرد.

ظمممرف تحمممت آزممممون توسمممط    Bottle & Cap  - پ

پممر شممده و بممه مممدت  SDBو  TSBمحممیط هممای کشممت 

سمماعت در دمممای مناسممب انکوبممه مممی گممردد، سممپس از  72

نظممر وجممود میکروارگانیسممم هممای بیممماریزا مممورد بررسممی 

 قرار می گیرند.

نوبمممت همممای نمونمممه بمممرداری و تمممواتر آن بمممر اسممماس 

Classification  همممممر فضمممممای تولیمممممدی، متفممممماوت

 USPاسممممت.بدین منظممممور از اسممممتاندارد منممممدرج در 

کممه در جممدول ذیممل آمممده اسممت، اسممتفاده مممی  46,2023

 گردد.

 

 .  توانر نمونه برداری در فضاهای تمیز بر اساس کلاس بندی 1جدول شماره 

Classification Volumetric Settle plate Contact plate Glove print 

Grade A (ISO Class 5)  Once per shift Continius Once per shift Once per shift 

Grade B ( ISO Class 6) Daily Continius Daily Daily 

 
1 Cloth Test  
2 Chest 
3 Elbow  

4 Knee 
5 Polyvinil Chloride 
6 Polyvinilidene Chroride 
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Grade C (ISO Class 7) Weekly Weekly Weekly Weekly 

Grade D (ISO Class 8) Monthly Monthly Monthly Monthly 

 

در این مطالعه تعداد نمونه ها بر اساس کلاس مطابق جدول ذیل  

انجام گرفت.با توجه به اهمیت یکسان نمونه برداری از سطوح و 

هوا در اتاق تمیز، مراجع مختلف تفاوتی در نوع نمونه برداری قائل  

 ( برداری  نمونه  نوع  از  فارغ  را  ها  میکروارگانیسم  تمام  و  نبوده 

Settle Plate    ،Air Sampler    وSwab    کلی صورت  به   )

 بررسی می کنند.  

 تعداد روز و نقاط نمونه گیری در کلاس های مختلف و میکروارگانیسم های جدا شده  . 2جدول شماره 

Class A B C D 

No. Of Sampling Time  84 84 12 3 

No. Of Sampling Points 756 504 156 87 

 

از تک تک کلنی های رشد یافته بر روی محیط های کشت اولیه  

TSA   رنگ از  استفاده  با  سپس  و  گردید  تهیه  خالص  کشت   ،

گرم، ها   آمیزی  میکروارگانیسم  این  گرم  واکنش  و  مورفولوژی 

های کشت   محیط  مورد  در  گردید.  تعیین    SDAبررسی  صرفا 

Mold    وYeast   .با استفاده از روش چسب اسکاچ صورت پذیرفت

 

 به تفکیک فضای تمیز  Domainتعداد میکروارگانیسم های جدا شده بر اساس   . 3جدول شماره 

Class A B C D 

Bacteria 74 359 1728 2016 

Fungi 1 1 14 23 

 

 نتایج 

پس از انجام نمونه برداری و استحصال نتایج اولیه ، میکروارگانیسم  

آزمون در نمونه مورد  اساس  بر  دو گروه     های جدا سازی شده 

( نمونه های حاصل از پرسنل و ملزومات بسته بندی و  1عمده )

( نمونه های حاصل از هوا و سطوح اتاق تمیز به صورت ذیل  2)

در  مندرج  دستورالعمل  اساس  بر  سپس  گردیدند،  بندی  تقسیم 

USP 46    تعیین جنس و گونه شده و نتایج در جداول زیر مرتب

 گردیدند. 

 

 میکروارگانیسم های جدا شده بر اساس خانواده به تفکیک فضای تمیز  از کل تعداد و درصد . 4جدول شماره 
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Class A B C D 

Staphylococci 27 

49/36%  

178 

58/49 %  
 

1004 

10/58 %  
 

1073 

22/53 %  

Micrococci 26 

14/35% 

143 

83/39%  

407 

55/23 %  

529 

24/26 %  

Bacillus 11 

86/14%  

38 

58/10 %  

316 

29/18 %  

411 

39/20 %  

Corynebacterium 0 

00/0%  

0 

00/0 %  

1 

06/0  %  

3 

15/0 %  

 

 ترکیب مورفولوژیک ) تعداد و درصد از کل ( میکروارگانیسم های جدا شده به تفکیک فضای تمیز  .  5جدول شماره 

Class A B C D 

Gram-Positive Cocci 53 

62/71 %  

321 

42/89 %  

1411 

66/81 %   

1602 

46/79 %  

Gram-Positive Non-Spore 

Forming Rods 

0 

00/0  %  

0 

00/0%   

1 

06/0 % 

3 

15/0  %  

Gram-Positive Sporing Rods 11 

86/14 %  

38 

58/10 %  

316   

29/18  %  

411 

39/20 %  

Gram-negative Rods 0  

00/0  %  

0  

00/0  % 

0  

00/0  % 

0  

00/0  % 

Fungi 1 

33/1  %  

  

1 

28/0  % 

14 

80/0  % 

23 

13/1  % 
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 گونه استافیلوکوک های جدا سازی شده به تفکیک فضای تمیز  .  6جدول شماره

Class A B C D 

St.aureus 4 46 215 244 

St.epidermidis 21 131 741 812 

Other Staphylococci 2 1 48 17 

 

 گونه میکروکوک های جدا سازی شده به تفکیک فضای تمیز .  7جدول شماره 

Class A B C D 

M.luteus 25 134 382 486 

M.roseus 1 6 14 37 

Other Micrococci 0 3 11 6 

 

 .  گونه های باسیلوس جدا شده به تفکیک کلاس فضای تمیز 8جدول شماره 

Class A B C D 

B.megaterium 8 22 284 309 

B.licheniformis 1 7 21 43 

B.subtilis 2 9 11 59 

 

 نتایج تاثیر برخی از عوامل مورد استفاده در اتاق تمیز جهت کنترل جمعیت میکروارگانیسم ها

از   عموما  تمیز  فضای  میکروبی    2در  آلودگی  کنترل  برای  روش 

نور   و  کننده  عفونی  ضد  مواد  از  عبارتند  که  گردد  می  استفاده 

.البته از روش های دیگری مانند ازن تراپی    UVحاصل از لامپ  

هم استفاده میگردد که به دلیل مشکلاتی کمتر مورد استفاده واقع  

از تاثیر دادن این عوامل بر روی   می شود. در ذیل نتایج حاصل 

برخی از جدایه های پژوهش و میکروارگانیسم استاندارد درج شده  

است.نتایج نشان میدهد، که جدایه های از محیط در برابر نمونه  

های استاندارد تهیه شده از کلکسیون میکروبی سازمان پژوهش  

های علمی و صنعتی ایران در بربر ماده ضدعفونی کننده، آسیب 

نور  پذ تاثیر  با  ارتباط  در  نتیجه  هستند.این  روی    UVیرتر  بر 

 میکروارگانیسم ها نیز قابل تعمیم است.
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 ( و جدا شده از محیط ) ATCC : 1112استاندارد  )  St.aureusاز ضد عفونی کننده بر روی  %5و % 2،%1.  بررسی تاثیر رقت های مختلف 9جدول شماره 

(Wild Type 

Disinfectant  

Strain St aureus (ATCC: 1112) 
 

St aureus (Wild Type) 

Dilution 1% 

Time (min) 5 10 15 5 10 15 

Primary Population (cfu/ml) 100 

Final Population (cfu/ml) 97 94 94 94 72 59 

Rest of Population (cfu/ml) 3 6 6 6 28 41 

Performance (%) 3% 6% 6% 6% 28% 41% 

Dilution 2% 

Time (min) 5 10 15 5 10 15 

Primary Population (cfu/ml) 100 

Final Population (cfu/ml) 88 54 14 80 51 16 

Rest of Population (cfu/ml) 12 46 86 20 49 84 

Performance (%) 12% 46% 86% 20% 49% 84% 

Dilution 5% 

Time (min) 5 10 15 5 10 15 

Primary Population (cfu/ml) 100 

Final Population (cfu/ml) < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 

Rest of Population (cfu/ml) < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 

Performance (%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

 

 

 استاندارد St.epidermidisاز ضد عفونی کننده بر روی   %5و %2،%1.  بررسی تاثیر رقت های مختلف 10جدول شماره 

 (ATCC : 12228 )  ( و جدا شده از محیطWild Type ) 

Disinfectant  

Strain St epidermidis (ATCC: 12228) 

 

St epidermidis (Wild Type) 

Dilution 1% 

Time (min) 5 10 15 5 10 15 
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Primary Population (cfu/ml) 100 

Final Population (cfu/ml) 92 69 54 88 58 34 

Rest of Population (cfu/ml) 8 31 46 12 42 66 

Performance (%) 8% 31% 46% 12% 42% 66% 

Dilution 2% 

Time (min) 5 10 15 5 10 15 

Primary Population (cfu/ml) 100 

Final Population (cfu/ml) 84 51 10 79 47 8 

Rest of Population (cfu/ml) 16 49 90 21 53 92 

Performance (%) 16% 49% 90% 21% 53% 92% 

Dilution 5% 

Time (min) 5 10 15 5 10 15 

Primary Population (cfu/ml) 100 

Final Population (cfu/ml) < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 

Rest of Population (cfu/ml) < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 < 1 

Performance (%) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 

 

 St.aureusبر  UV.  مطالعه اثر نور 11جدول شماره 

UV Radiation (Type C) 

Strain:S.aureus (ATCC:1112) 

Primary Population (cfu/cm2) : 100 Time (min) : 20 

Final Population (cfu/cm2) : 1 Efficiency : 99% 

Strain:S.aureus (Wild Type) 

Primary Population (cfu/cm2) : 100 Time (min) : 20 

Final Population (cfu/cm2) : 0 Efficiency :100% 

UV Radiation (Type C) 

Strain:S.aureus (ATCC:1112) 

Primary Population (cfu/cm2) : 100 Time (min) : 30 

Final Population (cfu/cm2l) : 0 Efficiency : 100% 

Strain:S.aureus (Wild Type) 

Primary Population (cfu/cm2) : 100 Time (min) : 30 

Final Population (cfu/cm2l) : 0 Efficiency : 100% 
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 St.epidermidisبر  UV.  مطالعه اثر نور 12جدول شماره 

UV Radiation (Type C) 

Strain:S.epidermidis (ATCC:12228) 

Primary Population (cfu/cm2) : 100 Time (min) : 20 

Final Population (cfu/cm2l) : 1 Efficiency : 99% 

Strain:S.epidermidis (Wild Type) 

Primary Population (cfu/cm2) : 100 Time (min) : 20 

Final Population (cfu/cm2) : 0 Efficiency :100% 

UV Radiation (Type C) 

Strain:S.epidermidis (ATCC:1112) 

Primary Population (cfu/cm2) : 100 Time (min) : 30 

Final Population (cfu/cm2l) : 1 Efficiency :100% 

Strain:S.epidermidis (Wild Type) 

Primary Population (cfu/cm2) : 100 Time (min) : 30 

Final Population (cfu/cm2l) : 0 Efficiency : 100% 

دقیقه بر روی میکروارگانیسم   20به مدت    UVدر نهایت اثر تابش  

های جدا شده از کلاس های مختلف اتاق تمیز بررسی گردید که  

نتایج حاصله به شرح جدول ذیل است . نتایج این بررسی نشان  

تاثیر تقریبا مشابهی بر روی میکروارگانیسم   UVمیدهد که نور  

های جداشده از محیط دارد.

 بر میکروارگانیسم های جدا شده   UV. مطالعه اثر نور  13جدول شماره  

UV Radiation after 20 minute 

Name of 

Bacteria 
Secondry Population 

Primary 

Population 
Death Percentage 

M.lutes 1 100 99% 

B.licheniformis 14 100 86% 

B.megatrium 18 100 82% 

B.subtilis 12 100 88% 

M.roseus 0 100 99% 

St.aureus 0 100 100% 

St.epidermidis 0 100 100% 
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St.salivarius 0 100 100% 

Coryneforms 2 100 98% 

 

 

 دقیقه  20به مدت   UV.  میزان باقیمانده جمعیت میکروبی جدا شده پس از تابش نور 1نمودار 

میکروارگانیسم های جدا شده در فرایند تحقیق ) از منظر 

USP 47 عبارتند از ) :Staphylococcus aureus   

Staphylococcus epidermidis ، Micrococcus 

luteus   ،Micrococcus roseuse  ،Bacillus 

licheniformis  ،Bacillus megaterium  وBacillus 

subtilis   . 

 و بررسی آماری    جامعه

 Iso Classنقطه در چهار  57در این پژوهش در مجموع از 

 مختلف نمونه برداری گردید.

 . تعداد نقاط نمونه برداری و درصد به تفکیک فضای تمیز14جدول شماره 

No. Of Sampling Date 

Class A B C D 

No. Of Sampling Time 84 84 12 3 

No. Of Sampling Points 756 504 156 87 

Percentage Of Sampling Points 79/15 % 53/10 % 81/22 % 88/50 % 
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 ( Version 27 )بررسی آماری داده ها با استفاده از نرم افزار

SPSS     انجام گردید و در نهایت مشخص شد به دلیل تفاوت

شرایط و خصوصیات هر کلاس از اتاق تمیز نمونه های نهایی  

  Pearsonاستحصالی فاقد توزیع نرمال هستند.همچنین ضریب ) 

( همبستگی بین برخی از سویه های شناسایی شده و کلاس  

در ذیل آنالیز توصیفی، آنالیز واریانس و   .اتاق تمیز وجود دارد

بررسی ضریب همبستگی کلاس اتاق تمیز و میکروارگانیسم های  

 جدا شده درج گردیده است

 آنالیز واریانس تاثیر کلاس اتاق تمیز بر حضور جنس میکروکوکوس  . 15جدول شماره 

 

Dependent Variables 

Posterior 95% Credible Interval 

 Mode Mean Variance Lower Bound Upper Bound 

Micrococcus M.luteus 1154/288 1154/288 671/642 4284/238 8024/337 

M.roseus 7308/16 7308/16 671/642 -9562/32 4177/66 

Bacillus B.subtilis 5769/23 5769/23 478/260 -0556/8 2049/55 

B.megaterium 1538/178 1538/178 478/260 5213/146 7863/209 

B.licheniformis 6921/20 6923/20 478/260 -9402/10 3248/52 

Staphylococcus St.aureus 3462/144 3462/144 717/2524 8647/45 8276/242 

St.epidermidis 6154/483 6154/483 717/2524 1339/385 0968/582 

 

لاس اتاق تمیز و جنس استافیلوکوکوس پیرسون( بین ک . بررسی ضریب همبستگی ) 16جدول شماره   

 

 Class St.aureus St.epidermidis 

Class Pearson Correlation 1 .957† .944 

Sig. (2-tailed)  .043 .056 

N 4 4 4 

St.aureus Pearson Correlation /957† 1 /999†† 

Sig. (2-tailed) 043 /   001 /  

N 4 4 4 

St.epidermidis Pearson Correlation 944 /  /999†† 1 

Sig. (2-tailed) 056/  001 /   

N 4 4 4 

†. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 

††. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

 

.  بررسی ضریب همبستگی )پیرسون( بین کلاس اتاق تمیز و جنس میکروکوکوس 17جدول شماره    

 Class M.luteus M.roseus 

Class Pearson Correlation 1 /985† 940 /  
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Sig. (2-tailed)  015 /  060/  

N 4 4 4 

M.luteus Pearson Correlation /985† 1 908 /  

Sig. (2-tailed) 015 /   092 /  

N 4 4 4 

M.roseus Pearson Correlation 940 /  908 /  1 

Sig. (2-tailed) 060/  092 /   

N 4 4 4 

†. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 

 

. بررسی ضریب همبستگی)پیرسون( بین کلاس اتاق تمیز و جنس باسیلوس 18جدول شماره   

 Class B.subtilis B.megaterium B.licheniformis 

Class Pearson Correlation 1 855 /  923 /  /969† 

Sig. (2-tailed)  145 /  077 /  031 /  

N 4 4 4 4 

B.subtilis Pearson Correlation 855 /  1 701 /  941 /  

Sig. (2-tailed) 145 /   299 /  059 /  

N 4 4 4 4 

B.megaterium Pearson Correlation 923 /  701 /  1 899 /  

Sig. (2-tailed) 077 /  299 /   101 /  

N 4 4 4 4 

B.licheniformis Pearson Correlation /969† 941 /  899 /  1 

Sig. (2-tailed) 031 /  059 /  101 /   

N 4 4 4 4 

†. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 

 

جهت بررسی همبستگی دو متغیر از ضریب پیرسون استفاده می  

بین   و  1گردد.این ضریب  است.    - 1+  که  در حرکت  در صورتی 

مقدار به دست آمده مثبت باشد، به این معنی است که تغییرات  

اتفاق می به صورت هم جهت  متغیر  با  دو  عبارت دیگر،  به  افتد. 

یابد. در مقابل،  افزایش در هر متغیر، متغیر دیگر نیز افزایش می

منفی شد، به این معنی است که دو متغیر در جهت  ار آناگر مقد

در جداول فوق دیده می شود که ضریب  .کنندعکس هم عمل می

تعداد   تمیز،  اتاق  کلاس  افزایش  با  باید  و  است  مثبت  پیرسون، 

میکروارگانیسم ها هم افزایش یابد که در واقع هم چنین اتفاقی  

افتد. از    می  خاصی  نوع  حضور  بین  ارتباط  بررسی  جهت 
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تمیز   اتاق  و طبقه  قرار میکروارگانیسم  توجه  مورد  زیر  دو فرض 

 گرفت.

: رابطه معناداری بین کلاس اتاق تمیز و جنس خاصی    0Hفرض  

 (P<0.5از میکروارگانیسم وجود دارد ) 

: رابطه معناداری بین کلاس اتاق تمیز و جنس خاصی    1Hفرض  

 .(P> 0.5) رگانیسم وجود ندارداز میکروا

افزار    .Signیا    P-Valueسپس میزان   از نرم    SPSSبا استفاده 

 محاسبه گردید. 

بررسی آماری بر روی میکروارگانیسم های جدا شده از اتاق های  

تمیز با درجات متفاوتی از تمیزی نشان دادند که رابطه معنا داری 

و   استافیلوکوکوس  جنس   ( موجود  های  میکروارگانیسم  بین 

  ISO Class Grade 1 & 2میکروکوکوس ( و اتاق تمیز کلاس  

 وجود دارد.

و اتاق تمیز    Micrococcus roseusبین حضور   •

 ( P> 0.5رابطه معنا داری به دست نیامد )  

 در جنس های استافیلوکوکوس و میکروکوکوس  P-Value.  مقادیر 19جدول شماره 

P-Value Bacteria 
015/0 Micrococcus luteus 

6/0† Micrococcus roseus* 

043/0 Staphylococcus aureus 

056/0 Staphylococcus epidermidis 

 

همچنین نتایج نشان دادند که رابطه معناداری بین میکروارگانیسم  

 ISO Class Gradeهای موجود ) جنس باسیلوس ( و اتاق تمیز  

 وجود دارد. 8

 در جنس باسیلوس  P-Value. مقادیر20جدول شماره 

P-Value Bacteria 
145/0 Bacillus subtilis 

077/0 Bacillus megaterium 

031/0 Bacillus licheniformis 
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 ( استافیلوکوکوس و میکروکوکوس  باسیلوس،  ) بررسی رابطه بین جنس های  T-Testآزمون . 21جدول شماره 

  

Paired Differences 

t df 

P-Value 

Sig. 

 (2-tailed) Mean 
Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

Mean 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 

1 

Staphylococcus 

/ Micrococcus 
250/294  020/320  010/160  974/214  474/803  839/1  3 163/0  

Pair 

2 

Staphylococcus 

/ Bacillus 
500/376  537/348  269/174  101/178  101/931  160/2  3 120/0  

Pair 

3 

Micrococcus / 

Bacillus 
250/82  169/46  085/23  785/8  715/155  563/3  3 038/0  

 بیانگر تفاوت معنادار بین دو گروه متفاوت وابسته به یک متغیر می باشد.  Tآزمون 

 بحث 

در مناطق حضور پرسنل کوکوس هایی که فلور طبیعی   .1

انسان هستند دارای جمعیت غالب هستند، اگر چه در  

از   استفاده  دلیل  به  فضاها  فیلترهای    HVACاین  با 

H13  وH14    نفر در این قبیل فضاها،     2و حضور حداکثر

بار میکروبی بسیار اندکی وجود دارد و در تمام ایام این  

صورت به  مواردی  یا    OOT  2یا    OOS  1    پژوهش 

OOR  3 .مشاهده نگردید 

بار   .2 است  بندی  بسته  ملزومات  بارانداز  که  مناطقی  در 

غالب میکروبی باسیل ها هستند و ترکیب جمعیتی این  

خانواده از باکتری ها ارتباط معنا داری با محل تولید آن  

با توجه به محدوده پذیرش آلودگی میکروبی   ها دارد. 

، میزان آلودگی در این مناطق  Grade Dدر فضاهای با  

صورت   به  مشاهده    OORیا    OOS    ،OOTهم 

نگردید.نکته دیگری که در این قبیل فضاها در ارتباط با  

 Gradeبالا بودن میزان آلودگی میکروبی در مقایسه با  

A & B    مورد توجه است، عدم محدودیت حضور پرسنل

 
1 Out of Specification 
2 Out of Trend  
3 Out of Range 

و تجهیزاتی جابجایی ملزومات ) مانند جک پالت های  

 متعدد( است. 

که ناشی از   GMPتاثیر مثبت پرسنل در رعایت اصول   .3

آموزش های مداوم آزمایشگاه میکروبیولوژی سازمان و  

  3آن بود ) دوره های مروری    4بخش تضمین کیفیت  

بنابر برنامه آموزشی سازمان ( موجب شده است   ماهه 

که میزان آلودگی در نقاط مورد بررسی فراتر از شرایط  

 استاندارد نباشد. 

کننده   .4 ضدعفونی  مواد  از  چرخشی  و  مداوم  استفاده 

موجود در بازار نیز باعث گردیده است که میزان آلودگی 

میکروبی فراتر از میزان استاندارد مندرج در منابع مورد 

 استفاده نباشد. 

و دوزیمتری دائمی نور    UVاستفاده مناسب از لامپ    .5

باعث   ذیربط  مسئولین  توسط  ها،  این لامپ  از  حاصل 

 5گردیده است که  به خصوص در شرایط تحت لامینار  

4 Quality Assurance 
5 Laminar Air Flow 
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میزان آلودگی میکروارگانیسم های تولید کننده اسپور  

 به نزدیک صفر میل کند. 

نتیجه می رسیم که کنترل محیطی  .6 این  به  نهایت  در 

بررسی   آمپول سازی سازمان مورد  میکروبی در بخش 

استانداردهای   رعایت  عدم  بر  دال  ای  نشانه  هیچ گونه 

مرجع را نشان نمی دهد و به همین علت است که در  

تزریقی    22طی   از محصولات  سال گذشته هیچ کدام 

های   آزمون  نظر  از  که  آن  ،   Sterilityتولیدی 

Bacterial Endotoxins  و     Particulate Matter  

توسط آزمایشگاه میکروبیولوژی مورد تایید واقع گردیده  

اسلامی  جمهوری  داروی  و  غذا  سازمان  توسط  است، 

ایران و وزارت بهداشت کلیه کشورهای مقصد صادراتی  

Recall    .جالب است ) بازخوانی از بازار ( نگردیده است

که نتایج این پژوهش، به لحاظ ترکیب میکروارگانیسم  

پژوهش مهم دیگر که در سال    2های یافت شده با نتایج  

  2019و همکارانش و     Sandleتوسط آقای    2016های  

و همکارانش انتشار یافت مشابهت     Tršanتوسط آقای  

آقای   بررسی  است  ذکر  به  و    Sandleدارد.لازم 

ساله و با جدا کردن بیش از   9همکارانش در یک دوره  

 نمونه انجام گردیده است. 9000
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  19 دی و با تمرکز بر  کو یروسیو یهای مار یب درمان در ییدارو اهان یگ ریتأث بر یمرور

 
 4، سینا یعقوبی 3، فاطمه فردی*2پور، محدثه لاری1پناهتینا زرین

 ران یا  ش،ی ک  ،یدانشگاه ازاد اسلام  ش،یک  یالملل  نیواحد ب  ،یشناسکروب یگروه م. 1

 ران یواحد تهران شمال تهران ا  یدانشگاه آزاد اسلام  یستیدانشکده علوم ز  یولوژی کروبیگروه م.  2

 ران یا  ش،ی ک  ،یدانشگاه ازاد اسلام  ش،یک  یالملل  نیواحد ب  ،یشناسکروب یگروه م.  3

 ران یا  ش،ی ک  ،یدانشگاه ازاد اسلام  ش،یک  یالملل  نیواحد ب  ،یشناسکروب یگروه م.  4

 

 ده یچک

  ی داروها  یبالقوه برا  یهانیگزیعنوان جامتنوع، به  هیثانو  ی هاتیداشتن متابول  لیبه دل  ییدارو  اهانیگ ف:هد و سابقه

- دی اند. کوومورد توجه قرار گرفته  19-دیو کوو C تیمانند آنفولانزا، هرپس، هپات  یروسی و یهایماریدر درمان ب ییایمیش

را برجسته کرده   یاه یگ  یهادرمان  تیبالا، اهم  ریومزان مرگ یو م  یمنیا  ستمیس  ینی بشیپ   رقابلیرفتار غ   لیبه دل  19

 است.

ابتدا منابع علم  کیستماتیبا روش مرور س  قیتحق  نیاها:  مواد و روش پا  ی انجام شد.  از  و    یداخل  داده  یهاگاهی معتبر 

بررس  Google Scholarو    PubMed  ،Scopus  ،Web of Scienceمانند    یخارج و  منابع    یجستجو  شدند. 

  اهان ی گ ریبود که تأث یورود مطالعات شامل مقالات  اریاستفاده شد. مع  قیتحق لیتکم یبرا زیو مدارک مستند ن یاکتابخانه

 کرده بودند.  یرا بررس C  تی، آنفولانزا، هرپس و هپات19-دی مانند کوو یی هاروسیبر و ییدارو

و چرب    یآل  ی دهایاس  دها، ی ساکاریپل  دها،یتپنوئیتر  ری نظ  یی دارو  اهانی موثره گ  باتیترک  دهند یمطالعات نشان م  :هاتهافی

پروتئ قالب عصاره  ها نیو  م  یهادر  پ   ی عوارض کمتر  توانندیمختلف،  در  و  ب  یریشگیداشته    ی هایماریو کاهش شدت 

 مشابه را دارند. یهاروسیو یبرا  دیجد یها رمانتوسعه د لیپتانس نیهمچن  باتیترک  نیموثر باشند. ا یروسیو

  یهایماریمقابله با ب  یبرا  یعیمکمل طب  ی هاعنوان درمانکمتر، به  ی عوارض جانب  لیبه دل  یی دارو  اهانیگ ی:ریگ جهینت

بر اساس ساختار   د یجد یهاو توسعه درمان شتریب قاتیتحق سازنهیزم تواندیم قیتحق نی ا جیاند. نتا قابل استفاده یروسیو

 مشابه باشد.  یهاروسیو
 

 ، هرپس ی نیبال یاثربخش، گیاهان دارویی، سیستم ایمنی، ترکیبات ضد ویروسی، 19-د یکوو ی:دیکل کلمات
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Abstract 

Introduction: Medicinal plants, due to their diverse secondary metabolites, have been 

considered as potential alternatives to chemical drugs in the treatment of viral diseases such 

as influenza, herpes, hepatitis C, and COVID-19. COVID-19, due to the unpredictable 

behavior of the immune system and high mortality rates, has highlighted the importance of 

herbal treatments.  

Methods: This research was conducted using a systematic review method. Initially, 

reliable scientific sources were searched and examined from domestic and foreign 

databases such as PubMed, Scopus, Web of Science, and Google Scholar. Library 

resources and documentary evidence were also used to complete the research. The 

inclusion criteria for the studies included articles that investigated the effects of medicinal 

plants on viruses such as COVID-19, influenza, herpes, and hepatitis C. 

Results: Studies show that the active compounds of medicinal plants such as triterpenoids, 

polysaccharides, organic and fatty acids, and proteins, in various extract forms, can have 

fewer side effects and be effective in preventing and reducing the severity of viral diseases. 

These compounds also have the potential to develop new treatments for similar viruses. 

Conclusion: Medicinal plants, due to their fewer side effects, can be used as natural 

complementary treatments to combat viral diseases. The results of this research can pave 

the way for further research and the development of new treatments based on the structure 

of similar viruses. 

Keywords: Covid-19, medical plantsm, viruse, antiviral properties, Herpes 
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 مقدمه

 درمان ای و یریشگیپ جهت یی دارو اهانیگ از استفاده

 که  ی. طب سنتددگریم بر قبل سال هزاران به هایماریب

 عنوان به دارد  دیتاک  یی دارو اهانیگ از استفادهبر  عمدتا

 ونانی ن،یچ رینظ ییکشورها در علوم نیتریمیقد از یکی

 بهداشت سازمان فیتعر بنابر شودیم شناخته رانیا و

 یعیطب اهانیگ یاجزا به ییدارو اهانیگ (WHO) یجهان

 یصنعت یفرآور حداقل ای ابیغ  در که  شودیم گفته

 مورد هیناح ای منطقه کی در های ماریب درمان جهت

 خواص  ریاخ یهاسال در(.  1،4)  رندیگیم قرار استفاده

 سراسر پژوهشگران توجه مورد ییدارو اهانیگ یدرمان

 سازمان گزارش بنابر نیهمچن .است گرفته قرار ایدن

 به جهان تیجمع %80 از شیب امروزه ،یجهان بهداشت

 و دارند اعتماد ییدارو اهانیگ لیقب از یسنت یها درمان

 نظر در  یسلامت یاصل منبع عنوان به  را  یدرمان روش  نیا

 و ن یچ رینظ ییکشورها شامل تنها نه رقم نیا رندیگیم

 نیا به زین شرفتهیپ  یکشورها مردم بلکه شودیم هند

 های ماریب شتریب درمان یبرا دارند. اگرچه اعتماد روش

 نیا یول شودیم  استفاده ییایمیش شده سنتز یداروها از

 نیبنابرا .باشندیم فراوان یجانب عوارض یدارا داروها

 مشتق یهافرآورده و ییدارو اهانیگ از استفاده تیاهم

 روش عنوان به مردم عموم توسط سرعت به آنها از شده

 لیتما(.  5،6)  است شده رفتهیپذ یتر اعتماد قابل  یدرمان

 جنگ  از بعد یروسیو ضد ییدارو اهانیگ از استفاده به

 به یاگسترده یهاپژوهش و  گرفت شدت دوم یجهان

(.  7,8)  گرفت صورت  یتن درون  و یتن برون  صورت 

 اهانیگ از استفاده که دارد آن بر گواه یاریبس شواهد

 مناسب نیگزیجا روش کی عنوان به تواندیم ییدارو

 درمان یبرا ییایمیش یداروها از استفاده به نسبت

ونقش گرفته  نظر  در هایماریب  در رندهیشگیپ  شود 

-یماریب بالاخص هایماریب کیولوژیات عامل شدن مهاجم

 از یغن ییدارو اهانی گ .باشد داشته ی روسیو یاه

 دها،یترپنوئ ها،تانن رینظ یمتفاوت هیثانو یهاتیمتابول

 یدارا که باشندیم ره یغ  و دهایفلاونوئ دها،یآلکالوئ

  باشند یم  یروسیو ضد جمله از یکروبیم ضد خواص

 سنتز جهت که است ذکر  به لازم وجود نیا با  (.2،5)

 ن،یگوکسید ن،یریآسپ ر ینظ ییایمیش یداروها از  یبرخ

 یطور به شودیم استفاده ییدارو اهانیگ از ...و نیمورف

 ساخته یداروها %50 از شیب شودیم زده نیتخم که

 ژه،یو به(.  9)  اندشده مشق ییدارو اهانیگ از شده

 است داده نشان ییدارو اهیگ نیچند گسترده یهایبررس

 جهت بالقوه یدرمان بات یترک یدارا ییدارو اهانیگ که

 داشت  توجه دیبا ند.باشیم مختلف یهاروسیو با مبارزه

 در ییدارو اهانیگ عنوان به زین ییایدر اهانیگ یبرخ که

 یعیطب باتی ترک از استفاده به لیتما .شوندیم گرفته  نظر

 شواهد که چرا است شی افزا حال در شدت به زین ییایدر

 وجود ها آن یدرمان تی خاص خصوص در یاریبس ینیبال

 و یآب جلبک  یروسیو  ضد خواص  مثال عنوان  به  .دارد

 شده گزارش یاریبس مطالعات در  یارشته  انوباکتریس

 ضد یمهار تیفعال ،ی توجه جالب طور به (.10)  است

 توسط یتنبرون  طیشرا در  آنفلوانزا یاختصاص یروسیو

 (.11)  است شده گزارش یبلغار اهیس ییایدر  جلبک

 صورت  جهان سراسر  در که ییسفرها و مهاجرت شیافزا

 است  شده یروسیو یها ی ماریب وعیش سبب  رد،یگیم

 وجود  عدم  هوا، قیطر از سهولت به هاروسیو انتقال.

 نبود یکیژنت افتهی رییتغ  یها روسیو یبرا مناسب واکسن

 یجهان  گسترش سبب ها،آن با مناسب مبارزه راه

 لیدل به .است شده کرونا جمله  از یروسیو یهایماریب

 در روسیو رفتار یدگی چیپ  و ینیب شیپ  قابل ریغ   تنوع،

 لیتبد هایماریب نیمهمتر از یکی به هایماریب نیا  بدن

 تحت را  ایدن سراسر افراد از  ی اریبس یزندگ که  است شده

دانشیار قارچ شناسی،   .مسئول:   سندهیون

گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم زیستی،  

واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی،  

   :ک یالکترون آدرستهران، ایران

m.larypoor@iau.ir 
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 از یکی 19-دیکوو یماریب (.12،13) است داده قرار ریتاث

 یزندگ  یپاندم صورت  به که  است  یروسیو یهایماریب

 سال اواخر در ابتدا یمار یب نیا .است  کرده مختل را  بشر

 یتمام  سرعت به یول شد گزارش نی چ کشور در 2019

 یماری ب نیا .کردند دییتا را  ی ماری ب نیا بروز  کشورها

و تنفسی    کرونا  روسیتوسط  حاد  سندرم   2ویروس 
 روسیو کی  2کووید  -سارس روسیو.  شودیم جادیا51

 یکیژنت لحاظ از و باشدیم   RNA رشته  تک یدارا

 دارد MERS و SARS یهاروسیو به یادیز شباهت

 یهاسمیمکان با واکسن نیچند تاکنون اگرچه(. 15،14)

 یول است  شده دیتول ی ماریب ن یا با مقابله یبرا  مختلف

 وجود یماریب نیا درمان یبرا ینیمع یدرمان روش  هنوز

 جهان سراسر در نفر  در ون ی لیم 169 از  شیب  (.16) ندارد

 در نفر ونیلیم 3 از شی ب و اندشده  مبتلا یماریب نیا به

 (. 17) دادند دست از را  خود جان یماریب نیا به ابتلا اثر

 باتیترک یروسیو ضد اثرات  یبررس به مقاله، ن یا در

 نیهمچن .شودی م پرداخته ییدارو اهانیگ از شده مشتق

 رینظ یروسیو یهایمار یب درمان بر ییدارو اهانیگ اثر

 برون  صورت به که 19- ید کوو و هرپس ت،یهپات آنفلوانزا،

 و کیوانفورماتیب بر یمبتن  یهاروش و یتن درون ،یتن

 شود.یم پرداخته  است، گرفته صورت یمحاسبات یولوژ یب

  روسیو  یرو  بر   ییدارو  اهانی گ  ریتاث  یبررس  منظور  به

  استفاده  کیستماتیس  مرور  از  کرونا  جمله  از  مختلف  یها

منابع    هیکل  از، یمورد ن  یهاداده  یآورجمع  جهت  . دیگرد

بانک غ   یک یالکترون  ی اطلاعات  یهاو    یکیالکترون  ریو 

کل  یو خارج  یداخل به همراه  بودند   هیکه در دسترس 

مؤسسات و مراکز مهم و کارشناسان مورد جستجو  قرار 

-Cochran Library ،Iranمنابع شامل    ن یگرفتند. که ا

Doc ، IranMedex، pubmed  ،sciencedirect،   چکیده

کنگمرهمقاله پایمان، های  مجلممهناممههما،  همما  هما، 

)وزارت  دولتممی  مراکممز  خممارجی(،  و  )داخلممی 

ارشاد،   وزارت  بهزیستی،  مطبوعات، سازمان  بهداشممت، 

 
51 SARS-CoV-2 
52 Angiotensin 2 
53 Papain-like protease 
54 Apricot kernel-Isatis root-Weeping forsythia-Lonicera 

japonica-Ephedra-Licorice root-Male fern rhizome-Gypsum 

زنمدان اممور  و    سازمان  مراجع  تحقیقاتی(،  مراکز  هما، 

مقاله سازمانمآخذ  شده،  یافته  دولتی،  های  غیر  همای 

  مطالعات  هستند.   های جهانی  نظران و سازمان  صاحب

 درمان یرا بر رو ییدارو اهانیگ ریکه تاث ریسال اخ 20

 C تیهپات و هرپس آنفلوانزا، ،19-دیکوو روس یو چهار

 مطالعه شدند.   نیکرده بودند وارد ا یبررس

 19- دیکوو  

 سراسر پژوهشگران ،19-د یکوو یپاندم شروع ی ابتدا از

 و 2کووید  -سارس روسیو روسیو ژنوم یبررس به ایدن

 روسیو ن یا مهار ی برا بالقوه یهاهدف ییشناسا

شکل  پرداختند زیر   1.  در  کروناویروس  از  تصویری 

 موجود رندهیگ کردن مهار دهد.میکروسکوپ را نشان می

   522  نیوتنسیآنژ کننده ل یتبد میآنز که انسان بدن در

(ACE2) عفونت مهار یبرا هاروش نیترمطلوب  از یکی 

 شمار به 2کووید  -سارس روسیو روسیو ریتکث و ییزا

 از استفاده رینظ یگرید یهاروش نیهمچن .رودیم

 روسیو روسیو در موجود یساختار ریغ  یهانیپروتئ

 روسیو نیا ریتکث در یاتیح نقش که 2کووید  -سارس

 عنوان به .باشد موثر روس یو نیا مهار در تواندیم دارند،

 در یمهم اریبس نقش نیپسیموتریک شبه نازیپروتئ مثال

 نیهم به . دارد 2کووید  -سارس روسیو روسیو ریتکث

 یدرمان یهاهدف از یک ی عنوان به  پروتئاز نیا مهار خاطر

 از گری د یکی .شودیم محسوب 19-دیکوو یماریب یبرا

 است  (PLpro)53نیپاپائ شبه  نازیپروتئ یدرمان یهاهدف

 توسط که است  یساختار ریغ  یهان ی پروتئ از یکی که

 یاتیح نقش  و شودیم  کد   2کووید  -سارس روسیو ژنوم

 (.18) دارد روس یو ریتکث در

 11 از یبیترک که Lianhuaqingwen یتجار  محصول

 است یاهیگ محصولات از یکی باشدیم 54ی اهیگ گونه

 ای و درمان جهت نیچ یمل بهداشت تهیکم توسط که

 ن یا که چرا  است شده هیتوص  19-دیکوو یماریب تیریمد

 ،یخستگ تب، درمان جهت گسترده طور به محصول

fibrosum-Cablin patchouli herb-Herba rhodiolae-Houttuynia 

cordata-Rhubarb root and rhizome Bitter apricot seed. 
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 ردیگیم قرار استفاده مورد یپنومون و تی برونش آنفلوانزا،

کار آزمایی   دوم فاز کردن یسپر حال در حاضر حال در و

 (.  19،20) باشدیم کایآمر در بالینی
 

 
 ( 19). تصویری از کرونا ویروس در زیر میکروسکوپ 1شکل 

 

 2کووید  -سارس روسیو روسیو ضد تیفعال نیهمچن

 مورد Vero E6 یهاسلول ی رو بر زین محصول  نیا

 یبررس نیا از حاصل جینتا که است گرفته قرار یابیارز

 مهار به قادر محصول نیا که است داده نشان

 411/2  دوز حداقل با روسیو نیا یسازهمانند

 ترشح مهار سبب و بوده تریل یلیم بر کروگرمیم

  (.21)  شودیم TNF-α رینظ یالتهاب شیپ  یهان یتوکیس

 ،یاه یگ بیترک نیا در نیا در شده ییشناسا ملکول 61 از

 شامل که یروسیو ضد تیفعال نیشتریب ی دارا ملکول 7

 د،یاس  کیگال ،  A دیتوزیفورز ن،یآرکت

 و نیروت کامپفرول، ن،یجن یت یریکوئیزولیا

 اثر 2011 سال در  (.24و23) باشندیم نیلوگانیزکوکس

-سارس هیعل یروسیو ضد تیفعال با یاهیگ عصاره 200

 .گرفت قرار یابیارز مورد یسلول شاتیازما هیپا بر دیووک

 به قادر عصاره 6 که است داده نشان پژوهش نیا جینتا

 
55 Gentiana scabra Bunge 
56 Senna tora (L.) 
57 Taxillus chinensis (Roxb.) Danser 
58 Dioscorea polystachya Turcz 
59 Cibotium barometz (L.)  

 کووید-سارس روسیو ر یتکث و رشد ری چشمگ مهار

 یهادانه ،55جنتیانا اسکابرا زومیر به توانیم که هستند

تورا چینی   ،56سنا  تاکسیلوس  گیاه  برگ  و  ،  57ساقه 

،  58زمینی شیرین چینی های گیاه یام چینی یا سیبگره

  سرخس  گیاه   ریزوم  از  آمده دستبهو همچنین دو عصاره  

 تا 25 ن یب دامنه  در  IC50مقدار که اشاره کرد  59طلایی 

یو     (.25)  است شده برآورد تریل یلیم بر کروگرمیم 200

 64 یبررس به یگری د مطالعه در(  26)  60همکاران و

 یمهار اثر  جهت ییدارو اهیگ 15 از  شده استخراج ملکول

 ک ی عنوان به کووید-سارس روسیو کاز یهل میآنز ی رو بر

 نشان هاآن جینتا .پرداختند یروسیو ضد ییدارو هدف

 توانندیم  62اسکوتلارئین  و  61ستین میری  که است داده

 کازیهل میآنز ATPase تیفعال کرومولاریم 10 غلظت در

 دو نیا پژوهشگران  لی دل ن یهم به .کنند مهار %90 تا را

-سارس روسیو هیعل یی ها روس یضدو عنوان به را بیترک

    .اند کرده شنهادیپ  وویدک

 بر (27)63همکارانش و وان  توسط که یگرید پژوهش در

 گزارش گرفت صورت  19-دیکوو به مبتلا ماریب 132 یرو

- دیکوو یماریب درمان یبرا یبازده نیبهتر که است شده

 به ریتوناویر   /یرناویلوپ  یدارو که شده حاصل یزمان 19

چین   هیبرپا  یاهیگ یداروها همراه سنتی   64طب 

)TCM(   شده مشخص  ن یهمچنت.  اس شده  مصرف 

جاوه  ساقه یالکل عصاره که است زیرگونه  انگورک  ای 

 روسیو کرونا هیعل یروسیو ضد تیفعال ی دارا  65چینی

 یبازده تواندیم که ی طور به باشدیم NL63 یانسان

 طور به  را روسیو اتصال  و پلاک لیتشک روس،یو

 (. 28) دهد کاهش یر یچشمگ

 3Lproمهار تیبا قابل  یاهیگ  یداروها 

  3Lpro یساختار  ریغ  نیپروتئ یگرید یهاپژوهش

 در یدرمان هدف عنوان به را روسیموجود در ساختار و

 هاآن مشتقات و ییدارو اهانیگ یمهار اثر و گرفته نظر

60 Yu et al. 
61 Myricetin 
62 Scutellarein 
63 Wan et al. 
64 Traditional Chinese medicine 
65 Sambucus javanica subsp. chinensis (Lindl.) Fukuoka 
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و همکاران  .دادند قرار یابیارز مورد را  از (29)  66پارک 

قهوه یالک عصاره کاواجلبک  اکلونیا   به موفق  67ای 

  3L pro مهار به قادر که شدند نیفلورتان 9 استخراج

 و  بوده دوز به وابسته هاآن یکنندگ مهار اثر که باشند یم

 بوده یمهار تیفعال نی بهتر یدارا Dieckol انیم نیا در

 دادند نشان یگرید پژوهش در میت نیا نیهمچن.  است

قرمزمریمی  الک عصاره که  تیخاص یدارا  68گلی 

 و هستند کرونا روسی و در %60 تا 3Lpro یمهارکنندگ

(. 30) است  زمان نه و دوز  به وابسته هانون یتانش یاثربخش

شده از   استخراج هانی کومار و هاکالکون  یمهارگنندگ اثر

ک  اهیگ  و  پارک توسط Lpro3   یبررو  69یستیگلپر 

م  70همکاران  توجه  زانیبا  اثرگذار  یقابل  ی          از 

(IC₅₀(µM)  2/1    4/11و  )یب(.  31) شد گزارش 

  ی هابرگ یالکل عصاره از آمده دست به یدهایفلاوونوئ

ژاپن بیلوبتین72آمنتوفلاون  شامل که  71یصنوبر   ،73  ،

 ضد خواص زین هستند  75و اسکیادوپیتیسین  74جینگتین 

3Lpro روش از استفاده با FRET اندداده نشان  خود از. 

  آمنتوفلاون شده، ییشناسا یدهایفلاونوئیب انیدرم

 نگیداک یهایبررس و بوده یمهار اثر نیشتریب یدارا

   3Lproنیپروتئ به دیفلاونوئیب نیا لیتما زین یملکول

 (.32) است کرده دییتا را کرونا روسیو

 ACE2مهار   ت یبا قابل  یاهیگ  یداروها

آنژیوتانسین  رنده یگ ییشناسا از بعد مبدل   2  آنزیم 

(ACE2 )76 زبانیم به ورود یبرا یضرور رندهیگ عنوان به 

 از رندهیگ نیا مهار خصوص در یاگسترده یهاپژوهش

 در .گرفت صورت ییدارو اهانیگ از استفاده جمله

 49 و خانواده 73 به متعلق یاهیگ گونه 141 یامطالعه

 
66 Park  et al. 
67 Ecklonia cava 
68 Salvia miltiorrhiza 
69 Angelica keiskei 
70 Park et al. 
71 Torreya nucifera (L. ) Siebold & Zucc 
72 Amentoflavone 
73 Bilobetin 
74 Ginkgetin 
75 Sciadopitysin 
76 Angiotensin-converting enzyme 2 
77 Hu et al. 

 رندهیگ یمهار لیپتانس که شده صیتخل یاهیگ بیترک

ACE به یادیز تشابه که ACE2 شدند گزارش دارد .

 قادر که شدند افتی ییدارو اهانیگ خانواده 16 نیهمچن

 یتن برون طیشرا در 1A نوع ن یوتنسیآنژ رندهیگ مهار به

(  34) 77ن همکارا و هو ،یگرید مطالعه در(.  33)  بودند

 اهانیگ خانواده 25 ییشناسا به موفق که کردند گزارش 

 روس یو نیب برهمکنش توانندی م که شدند ینیچ ییدارو

 .کنند مهار یر یچشمگ طور  به را ACE2 و کووید-سارس

 به  متعلق یهاگونه ییدارو اهانیگ نیا انیم از

، 81نیلوفرآبیان،  80بوئیان برگ،  79نعناعیان ،  78بندیان هفت

  83زیتونیانو  82ماگنولیاییان 

 به که یپژوهش در   .بودند دارا  را  یمهار اثر نیبالاتر 

 یمهارکنندگ تیقابل با یرانیا ییدارو اهانیگ یبررس

  ن یا   که شد  پرداخته ی تن برون طیشرا در ACE تیفعال

اروپایی ،  84زرشک کوهی   شامل  اهان یگ خار  ،  85زالزالک 

  4  انیم  ن یا  در ؛  بودند  87داربلوط مازوج، و  86اسکاتلندی

 ییشناسا %80 یبالا ی مهارکنندگ  تیقابل با ییدارو اهیگ

مازوج نیب نیا در که شدند دربلوط   330 غلظت دار 

 را    ACEدرصد    94  تا تواندیم تریل یلیم در کروگرمیم

 لیدل به تواندیم بالا ی کنندگ مهار اثر نیا که کند مهار

 (. 35) باشد فنول یبالا مقدار

 روس یو    PLproمهار    تیبا قابل  یاهیگ  یداروها 

 یاهیگ بیترک نیچند زین (36)88همکاران  وسانگ   

 مهار قدرت    با 89خارخسکی  هاوه یم از شده مشتق

PLpro   دوز که کردند ییشناسا را کووید-سارس روسیو 

 کرومولاریم 70/1 تا 15/8 دامنه در آنها ی کنندگ مهار

 د. دار قرار

78 Polygonaceae 
79 Labiatae 
80 Lauraceae 
81 Nelumbonaceae 
82 Magnoliaceae 
83 Oleaceae 
84 Berberis integerrima Bunge 
85 Crataegus laevigata (Poir ) DC 
86 Onopordum acanthium L 
87 Quercus infectoria G. Olivier 
88 Song et al. 
89 Tribulus terrestris L 
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 گرفت صورت 90همکارانش وچو  توسط که یامطالعه در

،   A  91تومنتینی  هانام با فلاونون 5 ییشناسا به موفق

تومنتینB تومنتین  ، Cتومنتین  ، D تومنتین  از،  E و 

 قادر که شدند  92  درخت پاولونیا پشمالوی  هاوهیم عصاره

 مطالعه در نیهمچن.  بودند PLpro تیفعال مهار به

  93ی  بابچی  هادانه عصاره که است شده گزارش یگرید

، 94باواچینینیل  قب از  دیفلاوونوئ 6 یحاو که

،  97باواچالکونمتیل ،  96ایزوباواچالکون،  95نئوباوایزوفلاوون 

 اثر یدارا  است بوده   A99کوریلیفولو    98پسورالیدین 

 روسیو PLpro  تی فعال در یریچشمگ یمهارکنندگ

  شده  ذکر یهادیفلاوونوئ انیم در .دارد کووید-سارس

 مهار اثر نیبالاتر یدارا   ایزوباواچالکون  و  پسورالیدین

 و  باتیترک ز ین یگرید یهاهشپژو(.  37)  بودند  یکنندگ

نیکومار ها،کالوکون ری نظ گرید ییدارو اهانیگ مشتقات

گلپر  یی  دارو اهانیگ یالکل  عصاره از که هانونیتانش و اه

قرمزمریم  و یستیک  مهار در را اندآمده دست به  گلی 

 جینتا نیهمچن(. 31،38)  کردند گزارش  PLpro عملکرد

 یمهارکنندگ اثر  که است  داده نشان هاپژوهش نیا

 هاون یتانش یکنندگ مهار اثر و دوز به وابسته هاکالوکان

 تیتقو بر یمبن  یگزارش نیهمچن .است زمان به  وابسته

 یمهار عملکرد  یدارا که  100هپتانوئیدها آریلدی  عملکرد

PLpro یهال یکربون و کاتکول یهاگروه  توسط است 

-صهخلا 1 جدول  (.  39)  دارد وجود  بتا و آلفا نشده اشباع

 نیمحقق توسط شده استفاده ی اهی گ یداروها از یاه

 نشان  را سارس و آنفولانزا ،19-دیکوو درمان یبرا مختلف

 .دهدیم

 آنفلوانزا 

 صورت به  که است  روسیو RNA ک ی آنفلوانزا روسیو

 جهت سراسر در را  نفر هاون یلیهوام  یدما  رییبا تغ  یفصل

ببینید(  2)شکل    کندیم آلوده  ریاخ یهادهه در .را 

 
90 Cho et al. 
91 Tomentin 
92 Paulownia tomentosa (Thunb.) Steud. 
93 Cullen corylifolium (L. ) Medik 
94 Bavachinin 
95 Neobavaisoflavone 
96 Isobavachalcone 
97 O-Methylbavachalcone 

 یتن برون و ی تن درون صورت  به یمتعدد یهاپژوهش

 که اندکرده گزارش  را روسیو نیا هیعلیی  هامهارکننده

 ییدارو اهانیگ مشتقات از  یاگسترده  دامنه هاآن شتریب

 یپل عصاره یاهیگ محصولات انیم در .ردیگیم بر  در  را

 یمتعدد  ی کروبیم ضد خواص (PPE) پومگرانات فنول

 در  .است داده نشان خود از  آنفلوانزا  روسیو هیعل

 ر یتکث از یر یجلوگ در PPE نقش یبررس به که یامطالعه

 که است شده گزارش  ،است پرداخته آنفلوانزا روسیو

 قرار PPE معرض در MDCK یهاسلول که یهنگام 

 انیدرم (.39) ابدییم  کاهش یروسیو جذب رندیگیم

 مهار اثر نیبالاتر یروسیو ضد تیخاص با PPE باتیترک

  (.40) است بوده 101نیکالاژیپون به مربوط یکنندگ

 
 ( 41). تصویر میکروسکوپی از ویروس آنفولانزا 2شکل 

 که اندکرده گزارش  (42)   102همکاران وویروتسانگونگ   

سیامنسیس  برگ یالکل عصاره  قادر  103کلیناکانتوس 

 آنفلوانزا  روسیو هیعل یباد یآنت دیتول یالقا سبب است

 مطالعه در نیهمچن .شود موش  و  MDCK یهاسلول در

آگریمونیای   یالکل عصاره یروسیو ضد تیفعال یگرید

 یرو بر پلاک کاهش و گرفته قرار یابیارز مورد  104پشمالو

 نیهمچن.  است شده مشاهده MDCK یهاسلول

98 Psoralidin 
99 Corylifol A 
100 Diarylheptanoids 
101 Punicalagin  
102 Wirotesangthong et al. 
103 Clinacanthus siamensis Bremek 
104 Agrimonia pilosa Ledeb 
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 داده نشان اهیگ نیا عصاره خصوص در شتریب یهایبررس

 و است دوز به وابسته آن ی روسیو ضد تیفعال که است

. دارد  B و A نوع آنفلوانزا هیعل یمتفاوت یهاتیفعال

 نیا یروسیو ضد تیفعال  علت ،مطالعه نیا پژوهشگران

 نکه یا  به  توجه  با  دادندیم فنول ی پل یبالا مقدار را عصاره

(. 43) است بوده نیکاتک شده افتی بیترک نیشتریب که

 یچا عصاره 1 یروسی و ضد تیفعال یگرید مطالعه در

 عصاره انیم در که گرفت صورت آنفلوانزا روسیو هیعل

 ریتکث در را یکنندگ مهار اثر نیتریقو 105ختمی داروی 

 یهاسلول  یرو یروسیو یهاژن  یانت انیب و روسیو

MDCK یهاپژوهش انیم در(.  44) داد نشان خود از 

 یروسیو ضد تیفعال نه،یزم نیا در گرفته صورت 

 آنفلوانزا  روس یو مختلف یهانوع  هیعل یاهیگ یهاعصاره

 مشاهده زین اندکرده عمل یاختصاص صورت به که

 عصاره یمهارکنندگ تیفعال  مثال، عنوان به .شودیم

 یتن برون  طیشرا در زین 106گل صدتومانی دلاوایی  شهیر

(. 45) است شده گزارش  نازیدینورام آنفلوانزا روسیو هیعل

کروتون  ساقه عصاره یمهار اثر زین 107همکاران وشوجی  

 روسیو هیعل  MDCKیهاسلول  یرو بر  108انگشتی

 (.46)  است داده گزارش را   H1N1 نوع ژهیو به آنفلوانزا

 آنفلوانزا روسیو هیعل PPE یروسیضدو تیفعال نیهمچن

H3N2 ضد تیفعال میت نیامطالعه در.  است شده گزارش 

 گزارش  109سرو باتلاقی   دانه و برگ ساقه، عصاره یروسیو

 مربوط یمهارکنندگ تیفعال نیبهتر انیم نیا در که شد

 ذکر به لازم  (.47) است بوده اهیگ نیا ساقه عصاره به

 یروسیو ضد تیفعال ی متعدد یهاپژوهش اگرچه است

 بر یمبن ییهاگزارش  یول اندداده نشان را هافنولیپل

 عنوان به .هستند  زموجودین باتیترک نیا فیضع عملکرد

 دست به بیترک 122 یروسیو ضد خواص یبررس مثال

 که است داده نشان  110بیان اورال شیرین  عصاره از آمده

 یدارا  ن یساپون رینظ بات یترک ریسا از  کمتر هادیفلاونوئ

   (.48) باشندیم یروسیو ضد خواص
 

 
105 Althaea officinalis L. 
106 Paeonia delavayi Franch 
107 Shoji et al. 
108 Jatropha multifida L. 

 هرپس

HSV-و    HSV-1)   2  و   1  مپلکسیس هرپس  یهاروسیو

مهم  (2  یانسان  یزایماریب یهاروسیو نیتراز 

تب1  مپلکسیس هرپس  روسیو .هستند موجب  خال ، 

و تب2  مپلکسیس هرپس  روسیو لب  موجب  خال ، 

 باتیترک ان یم در ر،ی اخ یهادهه در  شود یم  یتناسل

 مشتق یهافنول شده یبررس یروسیو ضد تیفعال یدارا

 ضد تیفعال کشف .باشدیم دیاس کیکافئ اهانیگ از شده

 عصاره در موجود (HSV) هرپس روسیو هیعل یروسیو

 ایدن سراسر  پژوهشگران توجه  جلب سبب قهوه یهادانه

 نیاول ی برا دیاس کیکافئ ی روسیو ضد تیفعال .است شده

 هرپس روسیو هیعل  111همکارانش وایکیدا   توسط بار

 است  داده نشان آنها جینتا و است  گرفته قرار یبررس مورد

(. 49) است  روسیو ریتکث  مهار  به قادر دیاس کیکافئ که

 از یکی که دیاس کیکلروژن ،یتوجه جالب طور به

 از یروسیو ضد اثر  چگونهیه است  دیاس کیکافئ مشتقات

 نشان شتریب یهایبررس ن یهمچن .است نداده نشان خود

 روسیو هیعل دیاس کی کافئ یروسیو ضد اثر که است داده

 .است زمان به وابسته هرپس

 

 
 ( 50)تصویر میکروسکوپی از ویروس هرپس  :3شکل 

 لیتشک و Fe+3 افزودن که است شده گزارش نیهمچن

 حدودا یروسیو اثرضد-Fe +3دیاس کیکافئ کمپلکس

 در .دارد تنها دیاس کی کافئ به نسبت شتریب برابر  100

 نیشتریب آهن کمپلکس ،یونی یهاکمپلکس انیم

109 Taxodium distichum (L.) 
110 Glycyrrhiza uralensis Fisch. 
111 Ikeda et al. 
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  کند یم  اعمال هرپس روسیو هیعل را یروسیو ضد شیافزا

 که هستند یبیترک دو نی کوئرست و کائمپفرول  (.51)

 که هستند کون یآگل فرم در  یروسیو ضد تیخاص یدارا

 مورد آنها یدهایکوزیگل  یروسیضدو  قدرتمند نقش رایاخ

 یروسیو ضد خواص یپژوهش در .است گرفته قرار یابیارز

 یهانام به دیکوزیگل سه توسط هرپس روسیو هیعل

-او-3-کائمپفرول و ن،یروت د،ینوزی روت-او-3-کائمپفرول

 به  112فیکوس بنجامین یالکل عصاره از  که دیوزینوبیوبر

 ک یکبولاگ (.52) است شده گزارش  اندآمده دست

 زیدرولیه قابل نیتان  گرید بیترک دو  (CHLA)113دیاس

سیاه از  که هستند  یدارا دیآیم دست به  114هلیله 

 یهایبررس .هستند HSV-1 هیعل یروسیو ضد تیخاص

 ورود مهار توسط  نیتان دو هر  که است  داده نشان شتر یب

 شوندیم پلاک لیتشک معنادار کاهش سبب روسیو

(53.) 

 یدارا زین  115درخت چای از آمده دست به یهانیکاتک

 وچن   .هستند هرپس روسیو هیعل یروسیو ضد تیخاص

 یهانیکاتک انیم در که دادند گزارش 116همکارانش

 یدارا  (EGCG)117گالات  نیگالوکاتک یاپ  سبز یچا

 نیهمچن.  باشدیم یروسیو ضد تیخاص نیشتریب

 به روسیو اتصال از بیترک نیا که است شده مشخص

 حال نیا با(.  55و  54)  کندیم یر یجلوگ زبانیم سلول

EGCG   دیاکس و بوده داریناپا یآب محلول  در  شدت به 

 .دهدیم دست از را خود یروسیو ضد تیقابل و شودیم

 نیا کردن داریپا جهت یساختار راتییتغ رو، نیا از

 EGCG – تول یپالم بی ترک .است گرفته صورت  بیترک

 % 99 تا HSV-1 پلاک کاهش که  است  یباتیترک از یکی

 (. 56)  شودیم سبب کرومولاریم 50 غلظت در را

 یروسیو ضد خواص ز ین همکارانش و پوریآباد شمس

 اهیگ کلروفرم/استون عصاره  از که  نیبتول نام به یبیترک

 .کردند گزارش را بود آمده دست به 118دارفرفیون دندانه

 
112 Ficus benjamina L. 
113 Chebulagic acid 
114 Terminalia chebula Retz. 
115 Camellia sinensis (L.) Kuntze 
116 Chen et al. 
117 Green tea Epigallocatechin gallate 

 روسیو ریتکث از بیترک نیا که است داده نشان آنها جینتا

HSV (. 57)  کندیم  یری جلوگ هی اول مراحل در 

 C   تیهپات

 که است یگرید یعفون یهایماریب از یکی C تیهپات

 نیا .شودیم  جادیا   C  (HCV) تیهپات روسیو توسط

 نیا .شود کبد به یجد بیآس سبب است ممکن روسیو

 و آلوده جهان سراسر در  را نفر هاون یلیم ساله هر روسیو

 ییدارو یماریب نیا حاد فرم ی برا اگرچه .کندیم ماریب

 دارو نیچند یماریب نیا مزمن فرم ی برا یول ندارد وجود

 یهاپژوهش .هستند یجانب عوارض یدارا  که دارد وجود

 ییدارو اهانیگ یروسی و ضد خواص خصوص  در یمتعدد

 است  گرفته صورت   HCV روسیو هیعل آنها مشتقات و

معطر  مناظق در که است یاهان یگ از یکی  119روتای 

  120سدابیان  تیره    خانواده به متعلق و دیرویم یاترانهیمد

 سئودان، رینظ یباتیترک ی دارا اهیگ نیا برگ .باشدیم

 باتیترک نیا انیم در که  است نینیکوکوزاگ و نین یآربور

 HCV روس یو هیعل ی قو یروسیو ضد تیفعال سئودان 

 زیآنال .است داده نشان خود از باتیترک ریسا به نسبت

 سبب  سئودان که است داده نشان بیترک نیا عملکرد

 HCV روس یو نیپروتئ سنتز و RNA ریتکث کاهش

  (.58)  شودیم

 ی قو یروسیو ضد تیخاص با ییدارو اهانیگ از گرید یکی

سداب    برگ کلرومتان ید عصاره و  121اقاقیای نیل   اهیگ

 شده گزارش زین  Cتیهپات روسیو هیعل  122برگکیبار

 ز ین نییپا دوز در تواندیم   برگ سداب باریک  اهیگ .است

 در  (.60و59)  کند اعمال را خود یروسیو ضد تیخاص

 یبررس به (61)123همکاران وواهیوانی   یگرید مطالعه

 هیعل ییایاندونز ییدارو اهانیگ یروسیو ضد خواص

 یبررس مورد اهانیگ انیم در .پرداختند HCV روسیو

118 Euphorbia denticulata Lam. 
119 Ruta graveolens L. 
120 Rutaceae 
121 Acacia nilotica 
122 Ruta angustifolia 
123 Wahyuni et al. 
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 عصاره ،124  ی اچندغده  سیملانولپ  ساقه یالکل  عصاره

سرخ    و  125  ستولوزایف  یوحش  ریانج  برگ یالکل چوب 

 .بودند ی ریچشمگ ی روسیو ضد تیفعال یدارا  126  سورنی

 یهابخش یمتانول عصاره یبررس با یگرید مطالعه در

هندی  اهیگ مختلف  و رشه ساقه، وه،یم رینظ  127  توت 

 نیا برگ و شهیر عصاره تنها که است شده مشخص برگ

 HCV روسیو هیعل ی روسیو ضد تیفعال یدارا اهیگ

 مهار را روسیو نیا رشد %50 از شیب توانندیم و هستند

 ،128  زرشک هندی  شهیر متانول عصاره یبررس در   .کنند

 130  آجوگای براکتئوزا  برگ و  129گل آجوگای کوچک  برگ

 به تواندیم اهانیگ نی ا عصاره که است شده مشخص

 یهاسلول  در را روسیو مقدار %60 و %70 ،%35   بیتر

 هاعصاره نیا یروسیو ضد تیفعال .دهند  کاهش یکبد

 کیفنول  ژهیو به  فنول یپل  یبالا ریمقاد لیدل به تواندیم

 (. 62) باشد دیاس

 131همکارانش  ومفید   توسط  رای اخ که ی امطالعه در

جینسینگ    برگ عصاره یروسیو ضد اثر گرفت صورت 

 نیا که است داده نشان آنها جینتا .شد گزارش  132  هندی

 مقدار کاهش و هاتی لنفوس مقدار شیافزا سبب عصاره

 یروسیو ضد اثر (.63)  شودیم پلاک  و  HCV روسیو

پهن  وهیم عصاره   HCVروس یو هیعل   133  برگملیکوپه 

 و ویدیاوارویانتی  توسط 2021 سال لیاوا در زین

 شده استخراج  بیترک 6 انیم از  .شد گزارش  134همکاران 

 نیشتریب  135ونولیاوود لیمت -اِن اه،یگ نیا وهیم عصاره از

 مقدار و است داده نشان خود از را یروسیو ضد تیفعال

IC50 است بوده تریل یلیم در  کروگرمیم 3/8 با برابر آن 

(64.)  

 ها روسیوو     ییدارو اهانیگ

 ییدارو اهانیگ کاربرد و استفاده ی بررس به  بخش، ن یا در

 روسیو  هایی مانندبه عنوان مکمل درمانیبر روی ویروس

 
124 Melanolepis multiglandulosa 
125 Ficus fistulosa Reinw    
126 Toona sureni (Blume) Merr 
127 Morinda citrifolia L. 
128 Berberis lycium Royle 
129 Ajuga parviflora Benth. 

 شده پرداخته C  تیهپات و هرپس آنفلوانزا، ،19-دیکوو

 .(1)جدول  است

 

 

130 Ajuga bracteriosa Wall 
131 Mofed  et al.  
132 Withania somnifera (Ashwagandha) 
133 Melicope latifolia 
134 Widyawaruyanti et al. 
135 N-Methyl eudistominol 
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 ی روسیضدو ت یخاص با   ییدارو اهانیگ .1 جدول

 ی اهیگ ی نام دارو

 )منبع( 

  روسیو

  مورد  یها

 مطالعه

نوع 

 مطالعه 

مواد موثره  

ترکیبات  

 گیاهی

 ج ینتا تاثیر عمل کردی ماده  

Lianhuaqingwen  
 گونه 11 از یبیترک )

 ( یاهیگ

 ( 20و18)

  دی )کو کرونا 

19 ) 

کار آزمایی  

 بالینی 

  11از  یبیترک

 ی اهیگونه گ

با دوز   روس یو  یمهار همانندساز

  یلیبر م  کروگرمیم 411/2 حداقل 

  شیپ یهانیتوکیو کاهش س تریل

 ی التهاب 

کاهش علائم و مهار ترشح  

TNF-α  ریتکثو مهار 

 د یکوو -سارس روسیو

و  136ژانتینای زبر  زوم یر

 گر ید  یهاعصاره

(25 ) 

  دی کرونا )کو

19 ) 

موثر از   باتیترک یبرون تن

 مختلف  اهان یگ

  ریرشد و تکث ر یمهار چشمگ

 د یکوو -سارس روسیو

در   روسی و ریمهار تکث

 آلوده  یهاسلول

 نیستیریمو  اسکوتلارئین

(26 ) 

  میآنز  ATPase تیمهار فعال دها یفلاونوئ  یبرون تن د ی کوو-سارس 

 د ی کوو-سارس  روسیو کازیهل

  تیفعال  یدرصد 90مهار  

ATPase   10با غلظت  

 کرومولاریم

انگورک    ساقه یالکل عصاره

 ینیچ  رگونهیز  یاجاوه

(28 ) 

پلاک و مهار اتصال   لیکاهش تشک ک یفنول باتیترک یبرون تن د ی کوو-سارس 

 هدف  یهابه سلول  روسیو

  یهاروسیکاهش موثر تعداد و

 متصل شده به سلول 

  ای اکلونیا کاوا جلبک قهوه

(29 ) 

وابسته به   3CLpro م یمهار آنز ها نیفلورتان  یبرون تن کرونا 

 دوز
Dieckol    دارای بالاترین

 3CLproفعالیت مهاری بر 
 

  گلی قرمزعصاره الکلی مریم

(30 ) 

درصدی آنزیم   60مهار   ها نونیتانش یبرون تن د ی کوو-سارس 

3CLpro سارس در ویروس -

 د یووک

ها وابسته  اثربخشی تانشینون

 به دوز و زمان مصرف 

  یستیگلپر ک اهیگ
(31 ) 

ها و  کالکون یبرون تن د ی کوو-سارس 

 ها نیکومار 

 با میزان 3CLpro مهار آنزیم 

IC50   2/1برابر با -

 میکرومولار 4/11

کاهش قابل توجه فعالیت  

های  تکثیر ویروسی در سلول

 آلوده

آمنتوفلاون دارای بیشترین اثر   فلاوونوئیدها بی یبرون تن د ی کوو-سارس  ( 32) صنوبر ژاپنی

 3CLproمهاری بر پروتئین 

تایید فعالیت مهاری در  

 داکینگ ملکولی 

  ACE تیفعال  یدرصد 94مهار   دها یاس کیفنول یبرون تن د ی کوو-سارس  ( 35)  داربلوط مازوج

  یلیبر م کروگرم یم 330در غلظت 

 تریل

  ادیمقدار ز  لیبالا به دل ریتاث

 فنول

- سارس  روسیو PLproمهار   یی دارو یدهایآم یبرون تن د ی کوو-سارس  ( 36)  خارخسک

  7/1در دامنه  ی با دوز مهار د یووک

 کرومولار یم 15/8تا 

 کاهش تکثیر و مهار پروتئاز

PLpro 

  ی ریجلوگ ا ی  یروسی کاهش جذب و هافنولپلی یبرون تن آنفولانزا  ( 39)  پونیکالاژین

 هدف  یهابه سلول  روسی از ورود و

  قرار با   یروسی کاهش جذب و

 سلول  برابر در  گرفتن

عصاره الکلی برگ  

  کلیناکانتوس سیامنسیس 

(49 ) 

بر   ی روسیو ی هاکاهش پلاک دها یفلاونوئ  یبرون تن انفولانزا 

 MDCK  یهاسلول

در   ی روسیو ی هاکاهش پلاک

 آلوده  یهاسلول

 
136 Gentiana scabra Bunge 
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عصاره الکلی آگریمونیای  

 ( 51)  پشمالو

و مهار   روسی کاهش جذب و دها یفلاونوئ  یبرون تن انفولانزا 

 هدف  یهابر سلول  یروسیو

  یهاکاهش تعداد پلاک

  یهادر سلول یروسیو
MDCK 

عصاره دمنوش ختمی  

 ( 52)  دارویی

و کاهش   یروسی و ریمهار تکث دها یفلاونوئ  یبرون تن آنفولانزا 

 فعال   یهاروسیو

و   ی روسیو ی هاکاهش پلاک

  هاروسیو ریاز تکث یریجلوگ

  MDCK یهادر سلول

عصاره الکلی فیکوس  

 53 بنجامین 

  یهابه سلول  روسی مهار اتصال و دها یفلاونوئ  یبرون تن هرپس 

 هدف 

به   روس یکاهش ورود و

 ریآلوده و مهار تکث یهاسلول

 ی روسیو

 سبز  یچا

(54 ) 

و   ها نیکاتچ یبرون تن هرپس 

  هافنولیپل

از   یریجلوگ قی از طر روس یمهار و 

 ر یورود و تکث

و   یروسی و ریکاهش تکث

پلاک   لیاز تشک یریجلوگ

 ی روسیو

و   دهایفلاونوئ  یبرون تن یس تیهپات ( 55) سداب

 دها ی آلکالوئ 

  قیاز طر  یروسی و ریکاهش تکث

 روس یو ریمهم تکث یهامیمهار آنز

مهار تکثیر ویروس و کاهش  

قابل توجه در تعداد  

 های فعال ویروس

و   دهای آلکالوئ  یبرون تن آنفلوانزا  ( 56) عصاره برگ آشواگاندا

 دها یتانولیو

 ستمیس  تیفعال  زانیم شیافزا 

  ی هاسلول  دیتول ش یو افزا  یمنیا

 در بدن  یمنیا

و   ها روسیکاهش تعداد و 

 در بدن  یمنیقدرت ا  شیافزا 

  عصاره میوه ملیکوپه لاتیفولیا

(22 ) 

HCV    و

 پلاک

و   نولیاوبد  یبرون تن

 گر ی مشتقات د

از    یریو جلوگ روسی و ریمهار تکث

 ی روسیپلاک و لیتشک

  روسیو ریمهار موثر تکث

HCV   و کاهش قابل توجه

 فعال   یهاروسیو

 ن،یاولئوروپئ یبرون تن HPV ( 57) عصاره زیتون اروپایی

  یدروکسیه

 روسولیت

اثر   روس،ی و ریمهار تکث

 ی ضد التهاب   ،یدان یاکسیآنت

اثر   روس،ی و ریمهار تکث

 ی ضد التهاب   ،یدان یاکسیآنت

  ها گنانیل یبرون تن HPV ( 58) بذر کتان

  ن، ی)سزام

 ( ن یولیسزام

اثر   روس،ی و ریمهار تکث

 ی ضد التهاب   ،یدان یاکسیآنت

آلوده   یهاکاهش رشد سلول

، کاهش خطر ابتلا  HPVبه  

 به سرطان دهانه رحم 

  هانید یان یپروآنتوس یبرون تن HPV ( 59)  انگور اروپایی

(OPC ) 

اثر   روس،ی و ریمهار تکث

 ی ضد التهاب   ،یدان یاکسیآنت

از   ی ناش DNA بی کاهش آس

  شرفتیکاهش خطر پ روس،یو

 ی سرطان   شیپ عاتیضا 

 

 

 استفاده مورد اهانیگ یینها یبند  جمع یبرا ت،ینها در

 موثر یبخشها ،یروسیو یمار یب نوع چهار نیا درمان در

 شکل همراه به  و اهانیگ مختلف  یقسمتها دیمف و

 به2ل  جدو در (رهیغ  و یالکل  ،یآب )عصاره  آنها استفاده

 .است آمده خلاصه  صورت 

 
  هاو مکانیسم اثر آن شده استفاده ییدارو  اهانیگ .2ل جدو

 رفرنس  روس ی و یرو بر   اثر سمیمکان  نوع محلول ماده موثر  یی دارو اهینام گ

  قیاز طر  روسی و ریمهار تکث ی عصاره الکل چینی ای زیرگونه انگورک جاوه

به سلول،   روس یممانعت از ورود و 

  یروسیو یهانیمهار سنتز پروتئ

 یذات یمنی پاسخ ا کی و تحر

(31 ) 
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مهار   قیاز طر  روسی و ریمهار تکث ی عصاره الکل گلی قرمز مریم

  ریتکث یبرا از یمورد ن  ی هامیآنز

کاهش التهاب و   روس،یو

 آلوده  یهادر سلول ونیداسیاکس

(20 ) 

مهار   قیاز طر  روسی و ریمهار تکث ی عصاره الکل گلپر کیستی

  ،یروسی و یپروتئاز ی هامیآنز

  ستمیس تی کاهش التهاب و تقو

 ی منیا

(31 ) 

مهار تکثیر ویروس از طریق مهار   ی عصاره الکل فنول انار پلی

های  اتصال ویروس به گیرنده

سلولی، مهار سنتز اسید نوکلئیک  

 ویروسی و تقویت سیستم ایمنی

(40 ) 

تحریک سیستم ایمنی از طریق   ی عصاره الکل کلیناکانتوس سیامنسیس 

افزایش تولید اینترفرون، مهار  

 تکثیر ویروس و کاهش التهاب 

(41 ) 

مهار اتصال ویروس به سلول   ی عصاره الکل آگریمونیای پشمالو 

میزبان، کاهش التهاب و  

 اکسیدانی آنتی

(43 ) 

پوشاندن ویروس و جلوگیری از   ی عصاره الکل ختمی دارویی 

اتصال به سلول، کاهش التهاب و  

 کنندگی نرم

(42 ) 

 گل صدتومانی دلاوایی 

 

مهار تکثیر ویروس، مهار پروتئاز   ی عصاره الکل

 ویروسی، کاهش التهاب 

(43 ) 

مهار تکثیر ویروس، مهار فعالیت   ی عصاره الکل زرشک هندی 

های ویروسی، خاصیت ضد  آنزیم

 میکروبی

(60 ) 

های آلوده به  مهار تکثیر سلول ی عصاره الکل گل آجوگای کوچک

 ویروس، کاهش التهاب 

(61 ) 

کاهش   روس،ی و ریمهار تکث عصاره آبی  زنجبیل 

 ی منیا ستمیس  تی التهاب، تقو

(62 ) 

ضد   ت یخاص روس،ی و ریمهار تکث عصاره آبی  سیر

 ی منیا ستمیس  تیتقو  ،ییا یباکتر 

(63 ) 

کاهش   روس،ی و ریمهار تکث عصاره آبی  درخت چای 

 دان یاکسیالتهاب، آنت

(64 ) 

کاهش   روس،ی و ریمهار تکث اسانس  نعناع فلفلی 

 التهاب، ضد اسپاسم 

(65 ) 

بخش، ضد  کاهش التهاب، آرام اسانس  بابونه آلمانی  

 اسپاسم 

(66 ) 
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 بحث
نقش    و آنها مشتقات و یی دارو اهانیگ یروسیو ضد خواص

 از یناش یعفون یهای ماریب درمان  و کنترل  در آن

 اثر  .است شده گزارش یاریبس مطالعات توسط هاروسیو

 از یمتفاوت یهاپارامتر  به یی دارو اهانیگ یروسیضدو

 استفاده زمان  مدت و ب یترک دوز  ،یری گ عصاره نوع جمله 

 ییدارو اهانیگ ی آل و یآب یهاعصاره اگرچه  .دارد یبستگ

 آنها یاثربخش یول داده نشان خود از یروسیو  ضد تیفعال

 آمده دست به باتیترک و ییدارو اهیگ نوع  به  بسته

 در که یمتعدد گزارشات به ینگاه با.  بود خواهد متفاوت

 دارد وجود ییدارو اهانیگ یروسیو ضد تیفعال خصوص

 نیا در ی روسیو ضد یفاکتورها انواع  که  رسدیم نظر  به

 شتریب یهایبررس ازمند ین که دارد وجود اهانیگ

 ییدارو اهانیگ از شده مشتق باتیترک یهاشاخصه 

 دامنه کی به متعلق باتیترک نیا از یبرخ .باشدیم

 توان یم که است متفاوت یساختار یهاکلاس  از یعیوس

 هادیآلکالوئ و هاترپن ها،نیتان دها، یفلاونوئ ها،ن یکورام به

 است ممکن باتیترک نیا از یبرخ نیهمچن.  کرد اشاره

 حال در.  باشند یدیجد یمیکوشیزیف خواص یدارا

 به ییدارو اهانیگ باتیترک از یادیز اریبس تعداد حاضر

 سراسر در زی ن بیترک ن یچند و  دارند وجود ی تجار صورت 

 توسعه.  دارند قرار  ینیبال مطالعات فاز در  جهان

 درمان و کنترل جهت ییدارو اهانیگ محصولات

 یضرور ی روسیو یهاعفونت جمله از یعفون یهایماریب

 حداقل یدارا محصولات نیا که چرا است یاتیح و

 نیا بودن یعیطب لیدل به و بوده یجانب عوارض

 . داشت خواهد بدن در  یشتریب یبازده محصولات

 در که یمشکلات از گرید یکی حاضر، حال در نیهمچن

 اندازدیم خظر به را بشر یزندگ ندهآیدر و است بروز حال

 خاطر، ن یهم به .باشدیم یکیوتیب یآنت مقاومت دهی پد

 در لیدخ یدیکل یملکول یهاسمیمکان افتنی و درک

 با را  دانشمندان یستی ز فعال کوچک باتیترک یغربالگر

 شیافزا و یاثربخش کاهش .است کرده مواجهه  چالش

 لیتبد ی جد مسئله  ک ی به شده سنتز  یداروها ت یسم

 به جهان سراسر پژوهشگران رو، نیا از.  است شده

 کی عنوان به ییدارو اهانیگ از آمده دست  به باتیترک

 از یبرخ یدرمان خواص تاکنون  که چرا نگرندیم حل راه

 ازین جه،ینت در .است شده مشخص ییدارو باتیترک

علت ایمیش یداروها یبرا ینیگزیجا به یضرور به  یی 

جدی   جانبی   به دانشمندان  اق یاشت سبب عوارض 

 استفادهده و  ش آنها مشتقات و یی دارو اهانیگ از استفاده

 علل از .است شیافزا حال در شدت به یاهیگ یداروها از

 شودی م سبب را ییدارو  اهانیگ از  استفاده که یاصل

 ،ییایمیش یداروها از متفاوت عمل سمیمکان به توانیم

 اشاره یستیز شتر یب ی سازگار و بودن، صرفه به مقرون

 به ازین ییدارو اهانیگ از شتریب استفاده یبرا .کرد

 دارو، و غذا سازمان ،یجهان  بهداشت سازمان نیب یهمکار

 که باشدیم غیرهو یوتکنولوژیب و یداروساز یهاکارخانه

 توسعه و دیتول ییدارو اهانیگ از استفاده با را یمحصولات

 یباتیترک از یغن منابع ییدارو اهانیگ شک بدون .دهند

 جهت  خاطر نیهم به هستند یکروبیم ضد تیخاص با

 یهاپژوهش به ازین بات یترک نیا از یحداکثر استفاده

 ییدارو باتیترک نیا  یهایژگیو تا باشدیم گسترده

 استفاده با توانیم بهتر جینتا کسب جهت .شود مشخص

 با را باتیترک نیا لی تما یکیوانفورماتیب یهاک ی تکن از

  .داد قرار یابیارز مورد هاپاتوژن

 نیکمتر با ییداروها به ازین 19-دیکوو یپاندم  وجود با

 بنابر که چرا .شودیم احساس شدت به یجانب عوارض

 شیافزا لیدل به  رداریواگ یهایماریب مرکز ینیبشیپ 

 احتمال 19-د یکوو یپاندم  دوران در کیوتیب یانت مصرف

 وجود ندهیآ یسالها در یکیوتیب یانت مقاومت مشکل بروز

 باتیترک و ییدارو اهانیگ مصرف که ییجا آن از .دارد

 یداروها به نسبت را خطر  ن یکمتر آنها از شده مشتق

 تواندیم اهانیگ نیا از استفاده دارد  شده سنتز ییایمیش

 یماریب نیا درمان یبرا یدیجد  یدرمان راه بخشدینو

 شد، گفته مقاله نیا در که همانطور نیهمچن .باشد

 ضد تیفعال یدارا ییدارو اهانیگ عصاره از یاریبس

 ژهیو به هاروس یو از  ی مختلف انواع هیعل یروسیو

 روسیکروناو گرید انواع یحت و  RNA یروسهایو

 اثر  توانیم شتریب یها پژوهش با نیبنابرا .باشندیم

 ر یتکث از یریجلوگ و مهار در را ییدارو اهانیگ یهاعصاره
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 .داد قرار یابیارز مورد 2کووید  -سارس روسیو روسیو

 ییدارو اهانیگ از استفاده همزمان اثر یبررس نیهمچن

  .شودیم شنهادیپ  ییایم یش یداروها همراه به
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