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Abstract  

Background &Objectives: Screening and identification of bacteria associated with sponges is an      

important step in the discovery of new drugs. The purpose of this research was to isolate and   identify 

bacteria associated with sponges around Hormuz Island and to find bacteria that produce metabolites 

that inhibit the activity of alpha-glucosidase and alpha-amylase enzymes. 

Materials & Methods: In this study, 25 samples of Haliclona and Niphatea sponges were collected 

from 6 stations. Identification was done based on phenotypic characteristics. Bacteria were cultured in 

broth nutrient medium and their secondary metabolites were extracted by ethyl acetate. The inhibition 

rate of metabolites against alpha-amylase and alpha-glucosidase was evaluated based on colorimetric 

methods. The toxicity of metabolites against normal umbilical cord endothelial cell line was             

investigated. The productive bacteria were identified by polyphasic taxonomy approach. 

Results: A total of 105 bacteria were isolated. Vibrio and Bacillus bacteria with 32.81% and 17.19% in 

Haliclona sp. and 19.51% and 34.15% in Niphatea sp. The metabolites extracted from 3 isolates      

inhibited amylase enzyme activity with IC50 values ranging from 0.248 to 366.8 µg/ml. Also, 4        

isolates produced inhibitory metabolites against alpha-glucosidase enzyme in IC50 values from 159.4 

to 670.9 µg/ml. Based on the results of polyphasic identification of capable isolates including Bacillus 

pumilus HH 165, Pseudomonas lurida HH 124, Streptomyces sp. HN 235,Bacillus tequilensis HN 231. 

Conclusion: In this study, 3 strains of bacteria producing inhibitory compounds, including               

alpha-ambellase and alpha-glucosidase enzymes, and without cytotoxicity were identified. The       

mentioned bacteria can be suitable candidates in diabetes studies.  

Keywords: alpha-amylase, alpha-glucosidase, sponge-related bacteria, secondary metabolites,    

anti-diabetes, Persian Gulf. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 2041( پاییز 65سال شانزدهم شماره سوم )پیاپی 

 296– 145صفحات 

 های خلیج فارسهای جدا شده از اسفنجشناسایی و ارزیابی فعالیت ضددیابتی باکتری

 6، محسن گذری0کارگرمحمد ، 3، سعید تمدنی جهرمی*1زاده، فرشید کفیل2زادهعاطفه انصاری
دانشیار، 3استاد، گروه میکروبیولوژی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران. 2دانشجو دکتری، گروه میکروبیولوژی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران.  1

استاد، گروه 4 ان.پژوهشکده اکولوژی خلیج فارس و دریای عمان، مؤسسه تحقیقات علوم شیلاتی کشور، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، بندرعباس، ایر

استادیار، پژوهشکده اکولوژی خلیج فارس و دریای عمان، مؤسسه تحقیقات علوم شیلاتی کشور، سازمان 5میکروبیولوژی، موسسه آموزش عالی زند شیراز، شیراز، ایران. 

 تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، بندرعباس، ایران.

 

 چکیده

باشد. هدف از پژژوهژح حژا ژر ها گامی مهم در اکتشاف داروهای جدید میهای مرتبط با اسفنجغربالگری باکتریسابقه و هدف: 

های بازدارنده فعالیژت  های مولد متابولیتهای پیرامون جزیره هرمز و یافتن باکتری های مرتبط با اسفنججداسازی و شناسایی باکتری

  های آلفا گلوکوزیداز و آلفا آمیلاز بود. آنزیم

آوری شدند. شناسایی بر اساس ایستگاه جمع 6از  Niphatea  و Haliclona  های نمونه از اسفنج 25در این مطالعه ها: مواد و روش

ها بوسیله اتیل استات استخراج های ثانویه آن در محیط نوترینت براث کشت و متابولیت  هاهای فنوتیپی انجام شد. باکتریویژگی

ارزیابی شد. سمیت   سنجی های رنگ گلوکوزیداز بر اساس روش آلفا  آمیلاز و ها در مقابل آلفا شد. میزان بازدارندگی متابولیت

 فازی شناسایی شدند. های مولد با رویکرد تاکسونومی پلیها علیه رده سلولی نرمال اندوتلیلال بند ناف بررسی شد. باکتری متابولیت

 11/51. و .Haliclona spدرصد در  11/11و  32/21با  باسیلوسو  ویبریوهای باکتری جداسازی گردید. باکتری 105در کل ها: یافته

متغیر از     50ICجدایه با مقادیر  3های استخراج شده از  فراوانی غالب را تشکیل دادند. متابولیت sp Niphateaدرصد در . 34/15و 

g/ml µ  242/0  های بازدارنده علیه آنزیم  جدایه مولد متابولیت 4فعالیت آنزیم آمیلاز را ممانعت کردند. همچنین  366/2تا

های توانمند شامل  فازی جدایه بودند. بر اساس نتایج شناسایی پلی 610/1تا g/ml µ  151/4از  50ICگلوکوزیداز در مقادیر  آلفا

Bacillus pumilus HH 165 ،Pseudomonas lurida HH 124 ،Streptomyces sp. HN 235 ،Bacillus tequilensis HN 231 .بودند  

های آلفاآمیلاز و آلفا گلوکوزیداز و فاقد سمیت  سویه باکتری مولد ترکیبات بازدارنده شامل آنزیم 3در این مطالعه گیری: نتیجه

 توانند کاندیدای مناسبی در مطالعات بیماری دیابت باشند. های مذکور میسلولی شناسایی گردید. باکتری

 های ثانویه، دیابت، خلیج فارس. های مرتبط با اسفنج، متابولیتآلفا آمیلاز، آلفا گلوکوزیداز، باکتریواژگان کلیدی: 

 1402/2/22پذیرش مقاله:                                  1402/1/15ویرایح مقاله:                                1402/3/20دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: گروه میکروبیولوژی، واحد جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، جهرم، ایران.

  kafilzadeh@jia.ac.irپست الکترونیک:                              01111140111تلفن: 

 مقدمه

های کره  عنوان متنوع ترین اکوسیستمهای دریایی به  اکوسیستم

های منحصر به فردی برای مطالعات اکتشاف زمین از قابلیت

های (. وجود زیستگاه1ترکیبات طبیعی برخوردار هستند )

دسترسی به  متفاوت همچون میزانمختلف با شرایط محیطی 

، دما، فشار و اکسیژن زمینه pHمواد مغذی، نور، میزان شوری، 

(. 2تنوع را در این اکوسیستم بزرگ فراهم کرده است )

یابی به العاده را برای دستترکیبات طبیعی دریایی فرصتی فوق

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خژلاقژانژه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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ترکیبات متنوع و منحصر به فرد فراهم نموده و به توسعه 

های مولد (. ارگانیسم3صنعت تولید دارو منجر شده است )

شوند. در های حیات یافت میترکیبات طبیعی در تمامی تاکسون

دلیل تولید ترکیبات های دریایی بهاین میان نقح میکروارگانیسم

(. استفاده از 4باشد )منحصر به فرد بسیار مورد توجه می

با منشاء میکروبی در صنایع زیست فعال ترکیبات طبیعی 

های ترکیبات در زمینهداروسازی در حال گسترش بوده و این 

مختلف از جمله ایمنی درمانی، شیمی درمانی سرطان و اثرات 

ترکیبات ثانویه تولید شده    دالتهابی کاربردهای وسیعی دارند.

های زیستی های دریایی، طیف وسیعی از فعالیتتوسط باکتری

همچون خواص  دباکتریایی،  دقارچی،  دسرطانی، 

 ددیابت، کشنده یا متوقف کننده رشد سلول،  دالتهابی، 

زایی را از خود  اکسیدان و  درگ دانگلی،  دویروسی، آنتی

 (.  1و5) دهندنشان می

های دریایی به شاخه روزن داران تعلق داشته و با فیلتر اسفنج

کردن حجم قابل توجهی از آب پیرامون خود با استفاده از یک 

وسیله بسیاری از این کنند. بهسیستم پیشرفته تغذیه می

ها و ذرات آلی را جذب و از طریق ها، جلبکمیکروارگانیسم

 60توانند تا ها می(. باکتری10نمایند )فاگوسیتوز هضم می

باکتری در هر  110تا   210توده اسفنج یعنی معادل  درصد زیست

  (.11گرم از بافت اسفنج را تشکیل دهند )

دیابت یک اختلال متابولیک در بدن است. در این بیماری، 

رود و یا بدن در برابر توانایی تولید انسولین در بدن از بین می

تواند تولید انسولین مقاوم شده و بنابراین انسولین تولیدی نمی

های (. مهارکننده11عملکرد طبیعی خود را انجام دهد )

آلفاگلوکوزیداز، از مهمترین داروهای خوراکی  د افزایح 

(. آنزیم آلفاگلوکوزیداز نقح مهمی 12باشند )گلوکز خون می

در هضم و جذب قندها دارد. این آنزیم در پرزهای روده 

کوچک قرار گرفته و با شکستن پیوندهای آلفا یک به چهار 

ها، سه گلیکوزیدی در طی مرحله نهایی هیدرولیز، چند قندی

های دیگر تبدیل ها را به گلوکز و تک قندیها و دو قندیقندی

(. ترکیبات بازدارنده با اتصال به جایگاه فعال آنزیم 13نماید )می

از ورود سوبسترا ممانعت نموده و مانع از کاتالیز واکنح توسط 

گردند. اگرچه تاکنون ترکیبات  ددیابتی مختلفی از آنزیم  می

ها ها و حلزونموجودات دریایی همچون شکم پایان، اسفنج

های معدودی در خصوص جداسازی شده است اما گزارش

های دریایی های آنزیمی جداسازی شده از باکتریمهارکننده

ها جذب گلوکز را به تاخیر (. این مهارکننده12ارائه شده است )

(. با 13کنند )انداخته و متابولیسم ساکارز به گلوکز را مهار می

وجود پیشرفت در طراحی دارو، هنوز هم نیاز مبرم به داروهای 

های مختلف از جدید با منشاء طبیعی برای مقابله با بیماری

(. هدف اصلی از اجرای مطالعه 14جمله دیابت وجود دارد )

های میکروبی بازدارنده فعالیت یابی به فرآوردهحا ر دست

های مرتبط با گلوکوزیداز از باکتری آمیلاز و آلفا های آلفاآنزیم

 های پیرامون جزیره هرمز بود. اسفنج

 

 هامواد و روش

 25حژدود  11در اردیبهشت ها: برداری از اسفنجنمونه ) الف 

مژتژری  15تا  10وسیله غواصی از عمق حدود نمونه اسفنج به

اسژاس   بژر  آوری شژده وهای پیرامون جزیره هرمز جمژعآب

های مورفژومژتژریژک و ویژگی  های مورفولوژیک شاملویژگی

ها، توسط پژوهشکده مورفومریستیک از قبیل شناسایی اسپیکول

( 15اکولوژی خلیج فارس و دریای عمان شناسایی گردیژدنژد )

 (. 1)شکل 

 . هالیکلونا. B . نیفاتسA آوری شده.های اسفنج جمعنمونه: 1شکل

هژای     اسژفژنژج         :هژا  جداسازی و شناسایی اولیژه بژاکژتژری                                )ب 

برداری شده، پس از شستشو با آب دریای استریژل و در                                                   نمونه     

هژای کشژت بژا            های استریل هموژن شده و در مژحژیژط                              هاون    

ها کشت شدنژد.              فرمو سیون سازگار با شرایط زیست طبیعی آن                                       

 Marine      zobell agar ،Glycerolهژژای     از مژژحژژیژژط کشژژت           
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asparagine agar     وMarine sponge agar                بژرای جژداسژازی

 (.  1ها استفاده شد )               باکتری      

هژای     جژدایژه     ها:     ج( تولید و استخراج ترکیبات ثانویه از باکتری                                           

در محیط کشت نوترینت براث                              ml/CFU    510 مورد ن ر با تراکم                 

تغییر یافته کشت داده شدند. برای سازگاری محیط کشژت بژا                                                     

های دریایی از آب دریا برای ساخت                                 شرایط فیزیولوژیک باکتری                       

گژذاری در دمژای                               محیط کشت استفاده شد. پس از گرمخژانژه                                  

C         30              ساعت مایع تخمیری حاصلژه بژرداشژت                                 42به مدت

میکرونی صژاف                 0/42شده و با استفاده از پم  خلاء با فیلتر                                      

(. مایع تخمیری فیلتر شده بژا اسژتژفژاده از روش                                            16گردید )       

  2استات در            مایع با حجم معادل از حلال اتیل                               -استخراج مایع            

آوری و تحت            مرحله استخراج شد.  فاز آلی استخراج شده جمع                                          

 خلا  با سیستم تبخیر کننده چرخان خشک گردید.                                         

گژلژوکژوزیژداز:               د( سنجح میزان بازدارندگی فژعژالژیژت آلژفژا                                    

،   µg/ml    1250   ،625   ،312/5   ،156/25های متوالژی )              غل ت    

( از متابولیت استخراج شده در بافر فسفات سژدیژم                                              31،   12/12

(pH 6.8)          .میکرولیتژر             20میکرولیتر از هر غل ت با                           10حل شد

نژیژتژروفژنژیژل                                           -مژیژکژرولژیژتژر پژارا                20بافر فسفات سدیم و                   

خانه        16( در میکروپلیت                mM    2گلوکوزید )با غل ت                     -دی  -آلفا    

  10دقیقه گرماگذاری گردیژد.                          5به مدت          C         31 مخلو  و در          

میکرولیتر آنزیم آلفا گلوکوزیداز )خریداری شژده از شژرکژت                                                      

  M     0/01)با استژفژاده از                U/ml     0/2سیگما( رقیق شده به میزان                        

  دقیژقژه         15بافر فسفات سدیم( به هر چاهک ا افه شد. پس از                                             

  405ها در طول موج               ، جذب نوری نمونه                C         31 انکوباسیون در             

ثبت شژد.           (BioTek)نانومتر توسط دستگاه خوانح میکروپلیت                                     

در محلول مرجع )بلانک( به جای آنزیم از بافر فسفات سژدیژم                                                      

هژای     استفاده شد. برای کنترل کیفی آزمون و مقایسه با نژمژونژه                                                   

های مشابه بژا              عنوان کنترل م بت در غل ت                        تست، از آکاربوز به                  

ترکیبات استخراج شده استفاده شد. میزان فعالیت بازدارندگی با                                                            

 (.  11معادله زیر محاسبه شد )                      

 100     )blankOD - testOD( - 1                  درصد بازدارندگی 

سنجح مژیژزان            آمیلاز:          ه( سنجح میزان بازدارندگی فعالیت آلفا                                    

توسط ترکیبات استخراج شده بژر اسژاس                                      آلفاآمیلاز             آنزیم         مهار    

انژجژام         Dinitrosalicylic acid (DNS)-5,   سنجی      روش رنگ       

  حژاوی        PBSمیکرولیتر               500محلول واکنح شامل                      (.    12شد )    

mg/ml0/5              هژای       آمیلاز )شرکت سیگما( و غژلژ ژت                           آنزیم آلفا

( از      µg/ml  1250   ،625   ،312/5   ،156/25   ،12/12   ،31متوالی )        

دقژیژقژه         10پس از           .   های آزمایح بود              ها در لوله            عصاره متابولیت              

  در      1میکرولیتر محلول نشاسته                          C         25   ،500 انکوباسیون در             

PBS                                       لیتر      ا افه شد. سپس واکنح با افزودن یک میلیDNSA  

دقیقه جوشانده شد و                      5متوقف گردید. مخلو  واکنح به مدت                                 

لیتر آب مقطر رقیق و جذب نژوری                              میلی      10پس از سرد شدن با                  

عنوان کژنژتژرل             نانومتر خوانده شد. از آکاربوز به                                  540ها در     نمونه     

  میزان         ها  نمونه         مهارکنندگی              درصد        محاسبه      م بت استفاده شد. در                     

مبژنژای         بر    که    مالتوز        کالیبراسیون             منحنی       اساس      بر    ها  نمونه         مالتوز      

  میزان         گردید. سپس              محاسبه      رسم شده بود               (V/W)درصد        10-0

 دست آمد.          درصد بازدارندگی با استفاده از معادله زیر به                                           

 100     )bcA-cA) / (abA-aA(-)bcA – cA (                  درصد بازدارندگی 

cA                                              جذب نوری واکنح حاوی آنزیم و بدون مهارکننده :   

bcA                                             جذب نوری واکنح بلانک فاقد آنزیم و حاوی حلال : 

aA                                            هژای     : جذب نوری واکنح حاوی نمونه مورد آزمون )غل ت

 مختلف عصاره( و آنزیم                    

abA                                             جذب نوری واکنح بلانک حاوی نمونژه مژورد آزمژون :

 بدون آنزیم          

و( ارزیابی فعالیت سیتوتوکسیک ترکیبات با فعالیت بژازدارنژده:                                                           
فعالیت سیتوتوکسیک ترکیبات دارای فعالیت بازدارنده آنزیژمژی                                                         

های سلولی نرمال انژدوتژلژیژلال بژنژد نژاف انسژان                                                                   علیه رده        

   (HUVEC         در غل ت )                                 .های مختلف مورد بررسی قرار گژرفژت

   MTTبا معرف تژتژرازولژیژوم                      سنجی    این من ور از روش رنگ                    به  

حاوی تعداد نهایژی                    DMEMمحیط کشت            100      استفاده شد.             
  16لیتر به هر چاهک در میژکژروپژلژیژت                              سلول در میلی              1  410

درصد دی اکسید                 5در حضور           C     31 ای ا افه و در دمای                    خانه    

،   400هژای   گذاری شد. غل ت                ساعت گرمخانه              24کربن به مدت             

مژیژکژروگژرم بژر                 3/12،   6/25،   12/5و     25،   50،   100،     200

تهیه شد. از هر                  DMEMلیتر از هر عصاره در محیط کشت                                میلی    

مژدت     به هر چاهک افزوده شد و میکروپلیت بژه                                       l     100رقت     
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گذاری گردید. پژس از                      ساعت دیگر با شرایط قبلی گرمخانه                                 36

  3افزوده و            mg/ml5با غل ت           MTTمحلول         50     اتمام دوره ،            

  100      گذاری گردید. بدنبال آن                          ساعت با شرایط قبلی گرمخانه                          

به هر         1به      4و متانول با نسبت                    DMSOکننده حاوی            معرف حل       

چژژاهژژک افژژزوده شژژد. جژژذب هژژر چژژاهژژک بژژوسژژیژژلژژه                                                        

Microplate reader            در طول موجnm     550                  ثبت گردیژد. ایژن

آزمون با سه تکرار انجام شد و فعالیت سیتوتوکسیک هر نمونژه                                                         

نمونه ها بژا رسژم مژنژحژنژی                                         50ICبا معادله زیر محاسبه شد.                          

تعژیژیژن         Graphpad prism 6پاس  با استفاده از نرم افزار                                -دوز   

 (.  11شد )    

های مولد ترکژیژبژات ثژانژویژه بژازدارنژده:                                    ز( شناسایی جدایه                
های دارای فعالیت بازدارندگی بژر اسژاس اسژتژراتژژی                                                جدایه     

هژای       ها که در برگیرنژده ویژژگژی                       شناسایی چند وجهی باکتری                       

بژاشژد،       و ژنتیژک مژی                مورفولوژیک، فیزیولوژیک، بیوشیمیایی                                  

مورد شناسایی قرار گرفتند. مژورفژولژوژی مژیژکژروسژکژوپژی                                                

آمیزی گرم بژررسژی                 های مولد منتخب با استفاده از رنگ                                  جدایه     

هژا،     گردید. مورفولوژی ماکروسکوپی شامل میزان رشد سژویژه                                               

رنگ کلونی، تشکیل اسپور و تولید پیگمان محلول در آب بژود.                                                        

ها با بررسی رشژد                 خصوصیات فیزیولوژیک و بیوشیمیایی سویه                                    

( و همچنین            20و شوری )          pHها در محدوده تعیین شده دما،                               آن  

های ویژه شامل اکسیداز، کاتا ز، نیترات ردوکتاز و                                                   تولید آنزیم           

 (.  21آمیلاز سنجح شد )               

ژنومژی         DNAاستخراج         های مولد:            ( شناسایی ژنتیکی جدایه                       

انژجژام                  CTABهای مولد با استفاده از روش استخراج                                    جدایه     

ادین من ور پس از تهیه بیومس مژنژاسژب مژراحژل                                         (. به     22شد)   

    ژنومژی       DNAسازی      زدایی و خال             مختلف لیز سلولی، پروتین                       

اسژتژخژراج شژده در طژول                      DNAصورت گرفت. کمیژت                 

نانومژتژر بژا اسژتژفژاده از روش                             220و     260،   230های     موج   

ژنومی استخراج شده                     DNAاسپکتروفوتومتری بررسی و غل ت                              

استخراج شده با استفژاده از روش                                 DNAمحاسبه شد. کیفیت                  

درصد مورد بررسی قرار گرفت.                              1الکتروفورز روی ژل آگاروز                          

های منتخب با استفاده از واکژنژح                               جدایه       16SrRNAتک یر ژن          

انجام شد. از جژفژت پژرایژمژرهژای                                                (PCR)ای پلیمراز            زنجیره      

   AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3       27F                     و

1492R    ACGGCTACCTTGTTACGA3                   برای تک یر ژن

طبق دسژتژورالژعژمژل                  PCRمحصول         .(   23مربوطه استفاده شد )                   

سازی و به شرکت مژزبژور                        کره جنوبی آماده                  Promegaشرکت      

با اسژتژفژاده از روش                     16SrRNAارسال شد. تعیین توالی ژن                          

Sanger         و تژژکژژنژژیژژکTag Dye Deoxy Terminator Cycle 

Sequencing kit                                            انجام گردید. شناسایی و تعیین میزان شباهژت

  NCBIهای موجود در بانک ژن                      ها با سویه          جدایه      16SrRNAژن  

 انجام شد.             Megablast  با استفاده از نرم افزار                       

های جداسژازی و ارزیژابژی                       آزمون         ی( تجزیه و تحلیل آماری:                       

میانگیژن         ها با سه تکرار انجام شد. نتایج به صورت                                        تنوع باکتری           

نتایج سنجح فعالیت بژازدارنژدگژی                              و درصد فراوانی بیان شد.                         

با در ن ر           گلوکوزیداز              آمیلاز و آلفا              های آلفا        ها علیه آنزیم             متابولیت        

بر اساس آزمون رگرسیون                           50ICتعیین       تکرار انجام شد.                   3گرفتن       

انجام شد.  نتژایژج                    Graphpad prism 6و با استفاده از نرم افزار                           

بیان گژردیژد.               )(SEخطای استاندارد                           50ICبه صورت میانگین               

نتایج سنجح فعالیت سیتوتوکسیک ترکیبات بژازدارنژده نژیژز                                                    

 ارائه شد.           )(SEخطای استاندارد                      50ICبصورت میانگین               

 ها    یافته     

های اسفنج پژیژرامژون                   باکتری از نمونه                 105الف( در کل تعداد                  

جژدایژه از            64جزیره هرمز جداسازی گردید. از این تعژداد،                                         

  هژای اسژفژنژج         جدایه از نمونه                41و هالیکلونا           های اسفنج             نمونه     
هژا و      نتایج شناسایی اولیه بژاکژتژری                              جداسازی شدند.               نیفاتس      

نشان داده               3و     2های     ها در نمودار            درصد فراوانی هر یک از آن                        

 شده است.          

   هالیکلونا.های جدا شده از اسفنج تنوع زیستی باکتری: 1نمودار 
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گژلژوکژوزیژداز:               ب( سنجح میزان بازدارندگی از فعالیت آلژفژا                                       
  105ارزیابی فعالیت بازدارندگی ترکیبات استخژراج شژده از                                                  

جژدایژه         3های اسفنج نشان داد که                       دست آمده از نمونه                 جدایه به        

مولد ترکیبات مهارکننده فعالیت آنزیم آلفاگلوکوزیداز با مقادیژر                                                              

IC50         کمتر از    µ g/ml 1250                         هژای       بودند. در میان مژتژابژولژیژت

  استخراج شده بیشترین فعالیت بازدارنده متعژلژق بژه جژدایژه                                                     

HH165      باIC50    میزان       بهµg/ml  242/0             (.  1بود )جدول 

ارزیژابژی         آمژیژلاز:          ج( سنجح میزان بازدارندگی از فعالیت آلفا                                       

جژدایژه         105فعالیت بازدارندگی ترکیبات استخراج شژده از                                          

جدایژه مژولژد              4های اسفنج نشان داد که                       دست آمده از نمونه                   به  

کژمژتژر                50ICترکیبات مهارکننده فعالیت آنزیم آمیلاز با مقادیر                                                

بودند. درمیان ترکیبات استخراج شده بیشتریژن                                             g/mlµ    1250از  

بژا مژقژدار                                  HH 165فعالیت بازدارنده متعلژق بژه جژدایژه                                 

50IC   g/mlµ  4/151             (.    1بود )جدول 

های مژولژد          د( ارزیابی سمیت ترکیبات استخراج شده از باکتری                                             
نتایج سنجح سمیت ترکیژبژات بژازدارنژده                                   ترکیبات بازدارنده:                    

بر روی         HN 235 نشان داد که ترکیبات استخراج شده از جدایه                                        

 به میزان          50ICبا      HUVECرده سلولی اندوتلیال بند ناف انسانی                                  

µg/ml 56/12                                             .با ترین فعالیت سیتوتوکسیک را داشتژه اسژت

های تیمار شده و کژنژتژرل                       بررسی تصاویر میکروسکوپی سلول                            

هژای زنژده و تژغژیژیژرات                    کاهح قابل ملاح ه تعداد سلژول                          

(. ترکیبات بژازدارنژده                      2ها را تایید نمود )شکل                       مورفولوژیک آن             

و     HH 124   ،HH 165جدایه توانمند شامل                      3استخراج شده از                

HN 231         های مورد آزمون فعالیت سیژتژوتژوکسژیژک                                  در غل ت

 نشان ندادند.              

 .  نیفاتسهای جداشده از اسفنج تنوع زیستی باکتری: 2نمودار 

های آلفاآمیلاز و  فعالیت آنزیم های بازدارنده ازنتایج غل ت:  1جدول 

 آلفاگلوکوزیداز توسط ترکیبات استخراج شده. 

 جدایه
غلظت بازدارنده 

 آلفا آمیلاز

غلظت بازدارنده 

 آلفا گلوکوزیداز

IC50  ±SE (µg/ml) 
Pseudomonas lurida HH 124 21/36  ±311/4   25/21  ± 321/6  

Bacillus pumilus HH 165 11/43 ± 151/4    11/61   242/0 

Bacillus tequilensis HN 231 26/11  ±610/1   >1000 

Streptomyces enissocaesilis 
HN 235 

25/54  ±420/0  26/12  ±366/2  

Acarbose 15/14 ±12/32   

تاثیر فعالیت سیتوتوکسیک ترکیبات بازدارنده بر مژورفژولژوژی و :  2شکل 

. Bهای موجود درچاهک کژنژتژرل . سلولHUVEC  .Aفراوانی رده سلولی 

 (.200Xهای تیمار شده )بزرگنمایی سلول

نتایج شناسایژی               های مولد ترکیبات بازدارنده:                             و( شناسایی جدایه                

خصوصیات مورفولوژیک و بیوشیمیایی انجام گرفته بژر روی                                                    

نتژایژج آنژالژیژز                مشاهده نمود.              2توان در جدول              ها را می        جدایه     

  16SrRNAدست آمده با استژفژاده از ژن                           های به      تطابق توالی           

هژای     درصدی میان جژدایژه                    100تا        11همولوژی حدود                بیانگر      

های شاخ  ثبت شده در بانک                          مولد ترکیبات بازدارنده با سویه                              

  11/22بژه مژیژزان              HH 165جدایه       بود.        (NCBI)جهانی ژن          

تشابه داشژت.                 Bacillus pumilus ATCC 7061درصد با سویه              

  11/41به میژزان            HH 124نتایج نشان دادند که جدایه                           همچنین        

.   تشابه داشژت              Pseudomonas lurida P513/18درصد با سویه              

درصژد بژا سژویژه                100به میزان              HN 231در حالیکه جدایه                 

Bacillus tequilensis 10b                                    تشابه نشان دادند. همچنین مژیژزان

 Streptomyces enissocaesilisبا سویه             HN 235    تشابه جدایه           
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NRRL B-16365           درصژد بژود. تژوالژی ژن                      11/24معادل

16SrRNA      های شناسایی شده در ایژن مژطژالژعژه بژا                                    سویه

  ، OP801623.1 ،    OP801416.1هژژای دسژژتژژیژژابژژی               شژژمژژاره     
OP801418.1 ،    OP801669.1                در بانک ژنNCBI           .ثبت شدنژد  

هژای مژولژد          نتایج حاصل از آنالیز فیلوژنتیژک مژیژان سژویژه                                        

هژای شژاخژ  بژر             و نزدیکترین سویه                    های بازدارنده               متابولیت        

 Neighbourو یا استفاده از الگژوی                       16SrRNAاساس توالی ژن               

joining               های موجود در درخت فیلوژنتیکی رسم                                  نشان داد سویه

و     HN 231هژای     اند. سویه         خوشه مجزا  قرار گرفته                       3شده در        

HH 165                                      دریک خوشه مشتر  واقع شدند اگرچه سژویژهHN 

ای را تشکیل داده است. در خژوشژه                               مسیر تکاملی جداگانه                     231

Pseudomonas luridaدوم ایجاد شده سویژه                      HH 124          قژرار

گرفتند که مسیر تکاملی جداگانه ای بژا سژویژه هژای دارای                                                    

بیشترین تشابه ژنتیکی با خود نشان داد. در خوشه بعدی سویژه                                                         

Streptomyces enissocaesilis HN 235                      قرار گرفت کژه ایژن

 (.  3ای را نشان داد )شکل                   سویه نیز خط تکاملی جداگانه                          

 بح    

ای برای اکتشاف ترکیژبژات                        های گسترده          های اخیر برنامه               در سال      

بازدارنده فعالیت آنزیمی از منابع دریایی در سرتاسر دنیا طراحی                                                              

های دریایی نقح                های مرتبط با اسفنج                  و اجرا شده است. باکتری                      

این منژ ژور در              ای در بیوتکنولوژی میکروبی دارند و به                                    برجسته      

 (.      25و 24این پژوهح مورد مطالعه و غربالگری قرار گرفتند )                                              

هژای     های مرتبط با اسژفژنژج                  بررسی الگوی تنوع زیستی باکتری                               

Streptomyces 
enissocaesilis 

HN 235 

Pseudomonas 
lurida HH 

124 

Bacillus 
tequilensis  

HN 231 

Bacillus 
pumilus 
HH 165 

 ها یژگیو

 واکنح گرم + + - +

 تولید اسپور + + - -

 گلوکز + + + +

مصرف 

منابع 

 کرین

 فروکتوز + + + +

 زایلوز + + - +

 آرابینوز - + - +

 رامنوز - - - +

 سوکروز + + - -

 رافینوز - + + +

 گا کتوز + + - +

 اینوزیتول - - + +

  کتوز - + - +

 والین + + + -
مصرف 

منابع 

 نیتروژن

 آرژینین + - - +

 اورنیتین + - - -

 آسپاراژین + - - +

  محدوده دمای رشد 45-5 45-5 45-20 40-10

C 

 رشد pHمحدوده  1-5 1-5 1-6 1-5

 محدوده تحمل شوری 10-0 10-0 2-0 10-0

(ppt) 

 اکسیداز + + + -

 اکسیداسیون تخمیر -/+ -/+ +/+ -/+

 کاتا ز + + + +

 سولفید هیدروژن - - - -

 احیا نیترات - - + +

 پروسکوئر-وژ + + - -

 ژ تین - - + -

 سیترات - - + +

 آرژینین دهیدرو ز - - - +

 اورنیتین دکربوکسیلاز - - + -

 لیزین دکربوکسیلاز - - + -

 رنگدانه + - - -

هژای های مورفولوژیک، بیوشیمیایی و فیزیولوژیک جژدایژهویژگی:  2جدول 

 مولد ترکیبات بازدارنده.

هژای بژازدارنژده و های مولد متابژولژیژتدرخت فیلوژنتیک سویه:  3شکل 

اعژداد .  Neighbour joiningهای موجود بر اساس روش نزدیکترین سویه

نوار مژقژیژاس است.  Bootstrapها بیانگر میزان نشان داده شده در کنار گره

 Sulfolobus سویهباشد. نوکلئوتید می 100نوکلئوتید در  5بیانگر جایگزینی 

acidocaldarius strain NR 043400  به عنوانOutgroup .در ن ر گرفته شد 
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برداری شده از پیرامون جزیژره هژرمژز نشژان داد کژه                                              نمونه     

جنس مختلژف             10با حدود           هالیکلونا         های متعلق به جنس                    نمونه     

در      .   ها بژودنژد        ها، میزبان طیف متنوع تری از باکتری                                  از باکتری         

جنس باکتری              1این تنوع به               نیفاتس      های اسفنج           حالیکه در نمونه               

(.  زم به ذکر است که این الژگژو                               3و     2محدود شد )نمودارهای                   

های جژداسژازی مژورد                  های قابل کشت با روش                   تنها به باکتری              

تواند گویای تنژوع                  شود و نمی         استفاده در این مطالعه منحصر می                              

دلیل یکژسژان بژودن                 حال، به         باکتریایی اسفنج میزبان باشد. بااین                                  

هژای قژابژل          های جداسازی از ن ر مقایسه تنوع باکتژری                                     تکنیک     

باشد. در ایژن              های مورد بررسی، قابل توجه می                            کشت در نمونه            

ها مشژهژود          در نمونه            باسیلوس               و   ویبریو      های     مطالعه غلبه جنس               

ها غلبژه         بود. در برخی مطالعات با هدف جداسازی اکتینوباکتری                                                

  های اسفنج گزارش شد. برای مژ ژال                             ها در نمونه           استرپتومایسس            
  13/6ژانگ و همکارانح در یک مطالعه اعلام نژمژودنژد کژه                                             

 Hymeniacidon    دست آمده از اسفژنژج                 های به      درصد از جدایه             

perleve           (. نتژایژج          26تعلق داشتند )             استرپتومایسس              های     به گونه

های مرتبط بژا              مطالعه دیگری در زمینه تنوع زیستی اکتینوباکتری                                             

نشژان داد اعضژای جژنژس                        .Iotrochota sp    اسفنج دریژایژی            

های مرتبط بژا ایژن                  غالب جمعیت اکتینوباکتری                           استرپتومایسس            

نتایج بررسی تژنژوع زیسژتژی                            (.    21دادند )         اسفنج را تشکیل می                 

نشژان داد              Dendrilla      nigra    های مرتبط با اسفنج                  اکتینوباکتری            

های اکتینوباکژتژری را                     درصد از جدایه               23/11    ها  استرپتومایسس            

نشژان        2001(. نتایج مطالعه گذری در سال                             22شدند )        شامل می       

  های جداسازی شژده از اسژفژنژج                        درصد باکتری             25/43داد که        

درصژد        10ها بود که از این میان                       متعلق به اکتینوباکتری                         هالیکلونا         

به نژ ژر          .(   21دادند )         های استرپتومایسس را تشکیل می                            را گونه       

رسد دلیل اصلی این تفاوت الگوی تنوع زیستی بژا هژدف                                                   می  

هژای     مطالعات انجام شده و اعمال تیمارهای انتخابی و مژحژیژط                                                 

باشد. در          ها مرتبط می           کشت اختصاصی برای جداسازی باکتری                               

های کشت اختصاصی استفاده                         حالیکه در مطالعه حا ر از محیط                             

 نشد.    

های مولد ترکیبات بازدارنده فعالیت آنزیمی                                          یابی به باکتری              دست   

باشد. از جنژبژه               روندی پیچیده و در عین حال دارای اهمیت می                                        

های نژمژونژه بژرداری                  ها در مکان          اول پروفایل باکتریایی اسفنج                           

مختلف با توجه به پارامترهای متعدد متغیر بژوده و بژیژشژتژر                                                      

ها در شژرایژط آزمژایشژگژاهژی غژیژر قژابژل کشژت                                                                 باکتری      

(. نتایج سنجح فعالژیژت بژازدارنژدگژی                                 32و   31و 30باشند )       می  

جدایه مژعژادل               4و     3ترتیب         ترکیبات استخراج شده نشان داد به                               

های جداسازی شده، مژولژد                       درصد از کل باکتری                   3/21و     2/26

هژای آلژفژاگژلژوکژوزیژداز و                      ترکیبات مهارکننده فعالیت آنزیم                              

های معنادار بودند. ترکیبات مهژار کژنژنژده                                       آلفاآمیلاز در غل ت                 

توانند نقح مهمی در کاهح جذب                             های مذکور می            فعالیت آنزیم            

های آلفاآمژیژلاز یژا                  گلوکز در خون از طریق مهار فعالیت آنزیم                                      

هژای هژیژدرولژیژز کژنژنژده                    عنژوان آنژزیژم           آلفاگلوکوزیداز به                 

  50IC(. در مطالعه حا ر میژزان                         33ها ایفا نمایند )                کربوهیدرات          

بژرای        610/1تژا      µg/ml151/4هژا از       فعالیت این متابولیت                   

آلفاآمیلاز متغیر بود. این در حالی است که ایژن مژیژزان بژرای                                                        

برداری شده از خلیج فژارس حژدود                                          های جلبکی نمونه               عصاره     

µ g/ml420      (. در مطالعه دیگژری                    34گزارش شده است )                 1/5تا

فعالیت مهارکنندگی ترکیبات اسژتژخژراج شژده از                                            50ICمقدار       

مژژیژژزان                                       بژژه    Streptomyces longisporoflavusبژژاکژژتژژری        

µg/ml162/3              ( اگرچه مقایسه میزان فعژالژیژت                              35گزارش شد .)

دلژیژل تژفژاوت            مهارکنندگی عصاره ترکیبات استخراج شده بژه                                       

هژا قژابژل اتژکژا              غل ت یا خلوص ماده موثره در این عصژاره                                    

ای از توان بازدارندگی در مطالعژات                                  باشد لیکن ارزیابی اولیه                         نمی   

 نماید.      غربالگری ارائه می                 

در مطالعات غربالگری ترکیبات طبیعی برای سنجح سژمژیژت                                                  

های سلولی انسژانژی یژا                     سلولی ترکیبات استخراج شده از رده                                

شود. در مطالعه حا ر نژیژز از                            عنوان مدل استفاده می                    حیوانی به         

که یک رده سلولی طبیژعژی انژدوتژلژیژال                                   HUVECهای       سلول    

استفاده شژد.             تنی     برون    بندناف جنین انسان است به عنوان مدل                                    

تژر    های سلولی طبیعی در دسژتژرس                        این رده سلولی از سایر رده                         

های استاندارد با حداقل نیازهژای                                توان آن را با پروتکل                    است. می       

غذایی و محیطی کشت نگهداری کرد. همچنین از منابع تجاری                                                      

قابل خریداری است، بسیاری از مارکرهای مهم داخل سلولی را                                                        

تژوان بژه         کند و نتایج حاصل از تست روی آن را مژی                                    تولید می        
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نتایج سنجژح فژعژالژیژت                     .(   36تنی تعمیم داد )               های درون        مدل   

سیتوتوکسیک نشان داد ترکیبات ثانویژه اسژتژخژراج شژده از                                                   

فژعژالژیژت          HUVECدر مقابل رده سلولی                      HN 235های       جدایه     

رو ایژن        نشان دادند. از ایژن                      µg/ml12/65 سیتوتوکسیک معادل                  

دلیل سمیت ترکیبات استخراج شژده از مژطژالژعژات                                          جدایه به        

تکمیلی حذف شد. تولید ترکیبات سیژتژوتژوکسژیژک تژوسژط                                              

ها در مطالعات مختلف گژزارش                           های همزیست با اسفنج                   باکتری      

ها بژا تژولژیژد             های دریایی از قبیل اسفنج                        شده است. ارگانیسم                 

ترکیبات سیتوتوکسیک راهبرد دفاعژی خژود را در مژقژابژل                                                 

هژایشژان اعژمژال                                        هژا در زیسژتژگژاه             شکارچیان و پژاتژوژن                 

(. بر اساس ن ریه وجود منشاء میکروبی بخشی از                                             31نمایند )        می  

های دریژایژی، لژزومژا بژایژد                        های ثانویه در ارگانیسم                      متابولیت        

های همزیسژت بژطژور دائژمژی و                         های معینی از باکتری                     گونه    

اختصاصی با ارگانیسم میزبان مرتبط بوده و به ایژفژای نژقژح                                                      

(. نتایج بررسی سمیت همچنین نشان داد ترکیبژات                                             10بپردازند )          

و     HH 124   ،HH 165های     بازدارنده استخراج شده از جدایه                              

HN 231         های مورد بررسی فاقد سمیت بودنژد. ایژن                                     در غل ت

تواند  من تایید ایمنی این ترکیبات،  ریب درمژانژی                                                نتیجه می        

ها را در مطالعات درون تنی ارتقاء بخشد. اگرچژه  ژروری                                                    آن  

هژای     است سایر اثرات فارماکولوژیک این ترکیبات بژر آنژزیژم                                                

 دخیل در متابولیسم انسانی مورد بررسی قرار گیرند.                                                     

تژوان بژیژان           های شناسایی پلی فازی می                       با توجه به نتایج آزمون                      

هژای مژتژفژاوتژی از                های منتخب، سژویژه               نمود که اک ر جدایه                  

عنوان منابعی جژدیژد از                      توانند به         های شاخ  بوده و می                    سویه    

ترکیبات زیست فعال مورد مطالعه بیشتر قرار گیژرنژد. آنژالژیژز                                                        

ها بر اسژاس            های منتخب با نزدیکترین سویه                           تطابق ژنتیکی سویه                 

عنوان یک ژن             به    16SrRNAانجام شد. توالی ژن                      16SrRNAژن    

ارتولوگ و ساعت مولکولی بطور گسژتژرده در مژطژالژعژات                                               

ترتیب توالی               .ها مورد مطالعه قرار گرفته است                             فیلوژنتیک باکتری                

این ژن به میزان با یی حفا ت شده و اطلاعات دقیقی را بژرای                                                        

(. مطابقژت           32تمایز در سط  گونه و جنس فراهم نموده است )                                         

نتایج حاصل از شناسایی فیزیولژوژیژک، بژیژوشژیژمژیژایژی و                                                

هژا    های مولد با نتایج شناسایی ژنژتژیژک آن                                  فیزیولوژیک جدایه                

های مولژد            ها را نشان داد. بر این اساس، سویه                                   ماهیت این جدایه               

 Bacillus pumilus HH 165   ،Pseudomonas luridaبا عنوان          

HH 124 ،  Bacillus tequilensis HN 231                 .شناسژایژی شژدنژد

که دارای تشژابژه                  Streptomyces sp. HN 235همچنین سویه             

های شاخ  ثبت شژده در                     با نزدیکترین سویه                 درصدی         11/24

های فنوتیپی نتایج متفژاوتژی نشژان                                بانک ژن بود از ن ر ویژگی                        

 رو برای مطالعات پیشرفته شناسایی پیشنهاد گردید.                                              داد. از این           

 

 گیری    نتیجه     

مطالعه حا ر منجر به ایجاد در  جدیدی از تژنژوع زیسژتژی                                                   

های قابل کشت مرتبط با جوامع اسفنج پیرامون جژزیژره                                                 باکتری      

هرمز گردید. همچنین پتانسیل با ی فژعژالژیژت بژازدارنژدگژی                                                   

هژای     ها در مقابل آنژزیژم                 ترکیبات تولید شده توسط این باکتری                                 

تژوانژد       گلوکوزیداز مشخ  شد. این نتایج مژی                                  آمیلاز و آلفا              آلفا    

های باکتریایی مرتبط بژا                        شاهد دیگری برای نقح فعال جمعیت                              

ها ارائه نماید. مطالعه حا ر یک استراتژی کارامد را برای                                                        اسفنج     

های دریایی ارائه نمود. نتیجه ایژن                                  ها از اسفنج           غربالگری باکتری               

سویه باکتری مولد ترکیبات بازدارنده در                                         4پژوهح دستیابی به                  

های دخیل در بیماری دیابت بود که در نهایت عژدم                                              مقابل آنزیم           

های طبژیژعژی           متابولیت استخراج شده در مقابل سلول                                    3سمیت      

هژای     انسانی را تایید نمود. بنابر این در صورت تایژیژد آزمژون                                                   

عژنژوان       های مذکور بژه            توان از سویه            تکمیلی فارماکولوژیک می                      

دیژابژت         تنی داروهژای  ژد              های بالقوه در مطالعات درون                            گزینه     

 استفاده نمود.             

 

 ملا ظات اخلا ی            

  عژدم       سژرقژت ادبژی،              از      اعم       اخلاقی         نکات        نویسندگان تمامی                 

  سازی رادر ایژن مژقژالژه                     ها و داده           وتحریف داده               دوگانه          انتشار      

 .اند   کرده      رعایت     
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