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  چكيده
وفور  به نيز طبيعي هايزيستگاه ديگر كه در هستند خاك ميكروبي اصلي هايجمعيت جمله از هااكتينومايست

 پپتيدهاي. شوندمي محسوب جديد هايمتابوليت توليد منابع ترينمهم اي،رشته هايباكتري اين. شوندمي يافت
 سنتتاز پپتيد عنوان با ايويژه آنزيمي هايگروه كمك به كه هستند ايثانويه هايمتابوليت جمله از غيرريبوزومي،

 گروه اين اعضاي. شوندمي توليد  non-ribosomal peptide synthetase (NRPS)ريبوزوم، از مستقل
 جمله از متنوع، هايفعاليت داراي محصولات از وسيعي محدودة كه هستند بخشي چند هايپروتئين شامل زيمي،آن

 به بار اولين براي پژوهش اين در .كنندمي توليد را سيدروفورها و ايمني سيستم گر سركوب داروهاي ها،بيوتيكآنتي
 بررسي مورد ايران، بومي هاياكتينومايست ميان در غيرريبوزومي سنتتاز پپتيد حضور مولكولي، گريغربال روش
 ها با آنDNAجدا و  ايران، مختلف مناطق هايشده از خاك  اكتينومايست جدا18منظور،  اين به. است گرفته قرار

 جفت يك ها،باكتري اين در NRPS مولد ژن جداسازي منظوربه. شد استخراج نمك با رسوب يافته تغيير روش
 شده استخراج DNA هاي نمونه ميان در NRPS ژن يافتن منظور به ،PCR واكنش و انتخاب ژن،هترو پرايمر
  ژن ترادف آناليز .تائيدكرد جدايه 2در را NRPS وجود آمده، دست به محصولات توالي تعيين. شد انجام

SrRNA16هاي سويه  UTMC00428 وUTMC01046به ترتيب با  Streptomycesrectiviolaceus 
DG026660 ،57/99درصد و با  AB184240 rubiginosohelvolus Streptomyces100 شباهت  درصد

هاي گرم مثبت، گرم منفي و مخمرها  اين دو باكتري، فعاليت ضدميكروبي مناسبي عليه باكتري. دهدرا نشان مي
  .اند اثر بوده بيAspergillus niger اند، ولي بر داشته

  
  ريبوزوميگري مولكولي، ژن پپتيدهاي غيرها، آنتي بيوتيك، غربالت اكتينومايس:هاي كليديواژه



 جواد حامدي و همكاران

 56

  مقدمه
اي، يك خاك از نظر زيستي، فيزيكي و تغذيه

ها از اكتينومايست. محيط متغير و پيچيده است
ظر توليد ن هاي مهم خاك هستند كه ازجمله باكتري

اين  .هاي ثانويه، بسيار اهميت دارندمتابوليت
 درصد 85بع توليد بيش از ها من باكتري

هاي  و نيز داراي توانمندي) 1(ها بوده  بيوتيك آنتي
هاي فعال زيستي،  وردهآاي در توليد ديگر فر ويژه

 ، مهاركننده سيستم ايمني)2(ها  بيوتيك مانند آنتي
هاي  وردهآفر. و داروهاي ضدسرطان هستند) 3(

هاي ناشي  ها در درمان بيماري حاصل از اين باكتري
در ). 4( رود ز اختلال فيزيولوژيك، به كار ميا

ها در مهار  هاي اخير، توانمندي اين باكتري سال
هاي عصبي و درمان  هاي بتاميلوئيدي در سلول پلاك

  .)5(آلزايمر به اثبات رسيده است 
متابوليت ثانويه  23000 به طور كلي از حدود

ها، زيستي توليد شده توسط ميكروارگانيسم فعال
ها توليد  ها توسط اكتينومايست  درصد از آن45حدود 

 با افزايش توجه عمومي به تنوع زيستي .)6( شوندمي
 به بعد، تلاش دانشمندان 2000و ژنتيكي از سال 
ها و  گري ميكروارگانيسم هاي غربال امروزه روي برنامه

ها به دليل قابليت ويژه  به خصوص اكتينومايست
  .)7( ها بيشتر شده است آن

ترين تركيبات  هاي پپتيدي، از مهم بيوتيك تيآن
زيستي فعال هستند كه به دو روش ريبوزومي و 

هاي پپتيد. شوندمستقل از ريبوزوم، ساخته مي
سنتتاز  غيرريبوزومي كه توسط آنزيم پپتيد

 NRPSnon-ribosomal peptideغيرريبوزومي
synthetase) (اي  شود، شامل خانواده سنتز مي
وسيعي از  ولات طبيعي با محدودةمتنوع از محص

توان به  از اين گروه مي. هاي زيستي استفعاليت
ها،  بيوسورفاكتانت گر ايمني، داروهاي سركوب

زا، تركيبات  ، عوامل بيماري)7( سيدروفورها
). 8( سرطان اشاره كرد ضدميكروبي و تركيبات ضد

گروه  هاي بلئومايسين و ونكومايسين، دوبيوتيكآنتي
ريبوزومي هاي پپتيدي غيربيوتيكآنتي زمهم ا
 .هستند

 يك غيرريبوزومي، پپتيدهاي سازنده هاي آنزيم
 است جداگانه هاي بخش از متشكل آنزيمي كمپلكس

 به مشخص مونومر يك اتصال ولؤمس كدام هر كه
 همه سنتز در. است نهايي پپتيدي محصول

 كه دارد وجود بخش سه ريبوزومي،غير پپتيدهاي
 بخش. است ضروري هاپپتيد سازيويلط براي

يا  (PCP) پپتيديل حامل پروتئين ،)A(آدنيلاسيون 
 ترتيب، به كه ،(C) بخش متراكم كردن تيولاسيون و

 زنجيره تكثير سازي،فعال و سوبسترا شناسايي كار
 كاتاليتيك مركز به انتقال و رشد حال در پپتيدي
 زسنت براي پپتيدي پيوند گيريشكل و مربوطه
 بخش يك بنابراين دارند، عهده بر را پپتيدي اسكلت
 واحد چهارمين .هستند NRPS واحد هر اساسي
 جدا با كه ريبوزومي،غير هايپپتيد ضروري كاتاليت
 بخش است، ارتباط در آنزيم از محصول كردن

واحد خاتمه  كه در TE بخش .است  (TE)تيواستراز
يا حلقوي  ليزهيدرو توسط را پپتيد رهايي و قرار دارد

 هدف اصلي اين .)9( كندمي كاتاليز كردن محصول،
اكتينومايست جدا  هاي گري جدايه پژوهش، غربال

 NRPS هاي ايران و بررسي فراواني ژن شده از خاك
  .به روش مولكولي است

  
 ها مواد و روش

  هاي خاكآوري و آماده سازي نمونهجمع
 و هاي متنوع نمونه خاك از زيستگاه18تعداد 

 20  تا3طبيعي از مناطق مختلف كشور از عمق 
 آوري و در دمايمتري از سطح خاك، جمع سانتي

oC4هر نمونه خاك به منظور آزاد .  نگهداري شد
شدن اسپورهاي اكتينومايست متصل به ذرات خاك، 

سپس هر نمونه، از . با كوبيدن به صورت پودر درآمد
هاي ونهنم.  عبور داده شدmm2 الك با قطر منافذ

اي سترون ريخته آماده شده خاك، در پليت شيشه
 ساعت 72شد و در معرض هواي آزمايشگاه به مدت 

  . خشك گرديد
  

ها و كشت هاي جداسازي اكتينومايستمحيط
  هاي خاكنمونه

خاك آماده شده  هايهاي مناسب از نمونهرقت
  آگارAVو   آرژينين آگار- هاي گليسرولدر محيط
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 21هاي كشت به مدت محيط. ه شدكشت داد) 10(
به منظور  . گرماگذاري شدoC28روز در دماي 

 هاي جداسازي،ها روي محيطارچجلوگيري از رشد ق
هاي كشت، پس از اتوكلاو كردن، به تمامي محيط

µg/ml100بيوتيك سيكلوهگزيميد سترون  آنتي
  . اضافه شد µm45/0شده با صافي 

  
اكتينومايست هاي سازي و نگهداري سويهخالص

  جداسازي شده
هاي پس از طي مدت زمان گرماگذاري، كلني
هاي اكتينومايست رشد يافته بر روي محيط

ها روي  جداسازي، انتخاب شد و كشت خالص از آن
  عصاره مالت-  g/l4 عصاره مخمر  (ISP2 محيط

g/l10 -گلوكز  g/l 4 -آگار  g/l15(  3/7با pH 
  .تهيه شد) 11(

  
  DNA استخراج

 يك ها در ، جدايهDNA استخراج منظور به
 10پپتون  ليتر، در  گرم20گليسرول ( غني محيط
 به) 12) (ليتر در  گرم30مالت  عصاره و ليتر در گرم

گراد و دور  سانتي  درجه28دماي  در  روز2- 5مدت 
rpm220  رشد داده شده و زيست توده حاصل، به

  .  مورد استفاده قرار گرفتDNAمنظور استخراج 
، طبق روش رسوب با نمك DNAستخراج ا

با ) 13 (2000 در سال Kieser پيشنهاد شده توسط
 10- 20مقدار . كمي تغيير مورد استفاده قرار گرفت

 با غلظت  EDTAگرم زيست توده با محلولميلي
mM10 8 و pH به منظور تخريب . شسته شد

 lµSET buffer 567 (75mM) ها، ازسلول
NaCl; 25 mM EDTA pH 8;20 mM 

Tris-HCl  µl,50 50  ليزوزيم با غلظت mg/ 
ml ، µl9از  از پروتئينK  20با غلظت mg/ ml ،
استفاده   درصدSDS  10از محلول µl60 همراه به

 NaClتوسط محلول  زدايييند پروتئينآفر. شد
5Mن رسوب داد به منظور .كلروفرم انجام شد  و

DNA، 6/0حجم ايزوپروپانول اضافه شد و سپس 
گراد   درجه سانتي- 20در دقيقه 15- 30ويال به مدت
 به منظور حذف بقاياي نمك و نهايتدر قرار گرفت و 
به منظور حل  .درصد اضافه شد 70رطوبت، الكل
 TE( Tris 10 از بافرDNA ،lµ100كردن رسوب 

mM) ،EDTA 1mM 8 باpH  (استفاده شد .  
  

  DNAتاييد استخراج 
،  DNAبه منظور تأييد عمل استخراج

 ولت بر 7درصد و جريان 1الكتروفورز با ژل آگارز 
در نهايت، .  دقيقه انجام شد30متر به مدت  سانتي

 ml/ gµ1ژل با محلول اتيديوم برمايد با غلظت 
 254 با طول موج  UVآميزي شد و در زير نوررنگ

  . برداري شدها عكس نانومتر، از لكه
  

و  SrRNA16 هاي گري و آناليز ژن غربال
NRPS  

 از SrRNA 16و ژن  NRPSبراي تكثير ژن 
ها از پرايمرهاي   اكتينومايستDNA هاي ميان نمونه

 Kumarو  )Sacido ) 14پيشنهاد شده توسط
  .استفاده شد) 15(

  
  .ها و دماي اتصال آن SrRNA 16 و NRPS هاي تكثير ژن هاي مورد استفاده برايهاي پرايمرتوالي - 1جدول

  
اكنش با حجم مخلوط و ،PCRبراي واكنش 

كدام از   از هرMµ 1 -5/0 شامل، µl60 نهايي
 dNTPs ،lµng/100 -50 از mM15/0پرايمرها، 

 Taq آنزيمU 2 استخراج شده، DNAاز

 مرجع (C⁰) دماي اتصال  ژناندازه  )5'→3'(توالي پرايمر رپرايم تكثيرشده ژن

A3F GCSTACSYSATSTACACSTCSGG 9/66  
NRPS 

A7R SASGTCVCCSGTSCGGTAS 
Bp 700 6/64 

15 

9F AAG AGT TTG ATC ATG GCT CAG 9/60 
SrRNA16 

1541R AGG AGG TGA TCC AAC CGC A 
bp1500 67 

16  
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polymerase با بافر  x1 و mM1 از MgCl2 به 
  تهيه شدDMSO درصد 10همراه روغن معدني و

 به منظور پيدا). اين مواد از شركت سيگما تهيه شد(
  PCRپرايمرها، از روش  دماي اتصال مناسبكردن

واسرشت اوليه دو رشته . با شيب دمايي استفاده شد
DNA دقيقه 5 درجه و مدت زمان 95 در دماي 

 95 ثانيه در 30 تكثير شامل  چرخه35 انجام شد و
 درجه 52- 62 دقيقه در 2گراد،  درجه سانتي

م گراد انجا  درجه سانتي72 دقيقه در 1گراد و  سانتي
 10 به مدت PCRپس از اين مراحل، محصول . شد

گراد به منظور   درجه سانتي72دقيقه در دماي 
محصول .  نگه داشته شد DNAتكميل نهايي سنتز

PCRدرجه - 20هاي بعدي، در   به منظور بررسي 
تعيين توالي محصولات . گراد نگهداري شد سانتي
PCR توسط شركت ماكروژن كره انجام شد و توالي 

هاي ثبت شده در بانك ژني مورد مقايسه  ها با ژن ژن
  .قرار گرفت

 
  هاي منتخب بيوتيكي جدايه  بررسي اثر آنتي

 ميكروبيبه منظور بررسي طيف فعاليت ضد
  گونه ميكروارگانيسم استاندارد،5ها، از  جدايه

UTMC 01416 Bacilus subtilis، UTMC 
01404 Pseudomonas 

aeruginosa،MRSA UTMC 01401 
(Methicillin Resistant Staphylococcus 

aureus) ، UTMC 01431 Aspergilus 
niger وCandida albicans UTMC 01430 

ها روي  ساعته از باكتري24هاي كشت. استفاده شد
 96و   ساعته از مخمر24محيط نوترينت آگار، كشت 
به اين .  تهيه شدPDAساعته قارچ روي محيط 

 5/1× 108با غلظت حدود منظور، سوسپانسيون 
هاي باكتريايي و  ليتر از سويه سلول در هر ميلي

 1مخمري در سرم فيزيولوژيك تهيه شد و مقدار 
هاي  ليتر از اين سوسپانسيون در سطح محيطميلي

 براي قارچ، PDAها و  مولر هينتون براي باكتري
 براي بررسي اثر ضدميكروبي). 16( گسترانيده شد

، از سه روش محيط جامد، مايع و هاي منتخب جدايه
بيوتيكي در عصاره استخراج  سنجش فعاليت آنتي

  .شده با حلال، استفاده شد

در روش استفاده از محيط جامد، قطعاتي به قطر 
متر از   ميلي5متر و ارتفاع   ميلي85خارجي 

، در ISP2هاي رشد كرده در محيط اكتينومايست
هاي  ي محيطروزهاي هفتم و دهم برداشته شد و رو

هاي استاندارد مورد نظر قرار  تلقيح شده با سويه
ها به منظور انتشار ماده سپس پليت. گرفت

 ساعت در يخچال قرار 4- 8ضدميكروبي، به مدت 
 درجه منتقل 37داده شد و سپس به انكوباتور 

 ساعت، قطر نواحي عدم رشد 18- 24بعد از . گرديد
 1/0س با دقت  كوليدر اطراف قطعات آگار به وسيله

گيري و ميانگين سه تكرار در مورد متر، اندازه ميلي
  .هر نمونه، ثبت شد

هاي  جدايه ميكروبيدر روش بررسي اثر ضد
هاي منتخب پس از  منتخب در محيط مايع، جدايه

هاي  دار، به محيط آگارISP2روي محيط  رشد
 براث و محيط پيشنهاد شده ISP2كشت شامل پيش
تلقيح و در  Reading and Cole, 1977 توسط

 روز 2- 3گراد به مدت   درجه سانتي28دماي 
هاي در حال تكثير و  هيفبا مشاهده. انكوباسيون شد

 درصد حجمي از محيط مناسب 5عدم حضور اسپور، 
بررسي فعاليت . به محيط توليد تلقيح شد

بيوتيكي در مايع تخمير در روز پنجم با استفاده  آنتي
 6متر، قطر داخلي   ميلي10با ارتفاع از سيلندرهايي 

بعد از . متر، انجام شد ميلي8متر و قطر خارجي ميلي
 ساعت قطر نواحي عدم رشد در اطراف 18- 24

متر  ميلي1/0سيلندرها به وسيله كوليس با دقت 
گيري و ميانگين سه تكرار در مورد هر نمونه اندازه

  ).17( ثبت شد
كي در عصاره بيوتي در روش سنجش فعاليت آنتي

محيط كشت استخراج شده با حلال، مايع تخمير 
 ها در محيط توليد در روزهاي حاصل از كشت جدايه

استات م و هفتم با حجم مساوي حلال اتيلوم، پنجس
 درجه 45حلال استخراج در دماي . استخراج شد

هاي كاغذي  گراد و فشار كم، تبخير و ديسك سانتي
فعاليت .  گرديدحاوي بخش استخراج شده، تهيه

هاي  ها با استفاده از سويه ضدميكروبي ديسك
در اين روش . استاندارد در محيط جامد سنجيده شد

به منظور مقايسه بيشترين ميزان فعاليت در روزهاي 
مختلف، عصاره حاصل در روزهاي سوم، پنجم و 
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هفتم، تغليظ شد و پس از تهيه ديسك از عصاره 
رهينتون و يا حاصل، هر ديسك روي محيط مول

PDA كه از قبل با ميكروارگانيسم پاتوژن كشت 
 ساعت در 24داده شده بود، قرار گرفت و به مدت 

  .انكوباتور گرماگذاري شد
  

 آناليز بيوانفورماتيك
 با ،NRPSو  SrRNA16 هاي  توالي ژن
سپس  ، مرتب شد وBioEditافزار استفاده از نرم
ي قرار  مورد بررس Chromas proتوسط برنامه

 . گرفت
ها  سويهSrRNA16 هاي توالي ژن براي مقايسه

 هاي موجود در پايگاه اطلاعات ژنوميبا توالي
GenBankو نيز سايت EzTaxon افزار ، از نرم

Blastهاي بندي توالي سويه ترتيب.  استفاده شد
-هاي مرتبط با هر كدام از جنسمورد بررسي با توالي

. انجام گرفتClustalX  ارافزها، با استفاده از نرم
 سپس درخت فيلوژني پس از مرتب كردن توالي ژن

SrRNA 16هاي نزديك با هر جنس در نرم گونه-
 و به Megaافزار  با استفاده از نرم ClustalXافزار

 Neighbor Joining ،Maximumروش 

Parsimony و Maximum Likelihood 
 ختهاي در بررسي اعتبار شاخه.)18( بررسي شد

ها، با استفاده از رسم شده براي باكتري
 .  صورت گرفت Bootstrap analysisافزارنرم

از توالي موجود  ،NRPS هايبراي مقايسه توالي
افزار  و نرمGenBank در پايگاه اطلاعات ژنومي

Blastاستفاده شد .  
  
  نتايج

گري ژن  ها و غربالجداسازي اكتينومايست
NRPS  

 شده از خاك، پس از  سويه جداسازي18روي 
 به bp 700، نوارهايي با اندازه حدود PCRانجام 

و   در نظر گرفته شدNRPSعنوان ژن تكثير شده 
 هايآزمايش نتايج. صورت گرفت مولكولي گريغربال
 وجود اكتينومايست، جدايه 18مورد  در شده انجام
مكان .  سويه  نشان داد2 را در NRPS ژن

وع محيط كشت به كار رفته جداسازي، نوع تيمار و ن
، TMC00893براي دو سويه داراي ژن و نيز سويه 

 2در جدول  هاي فاقد اين ژن، به عنوان يكي از سويه
  . آورده شده است1 تصويرو ژن تكثير شده، در 

  
  .ها و يك نمونه فاقد اين ژن و محل جداسازي از خاك آن NRPSشده داراي ژن  جدا دو باكتري -2 جدول
  محيط جداسازي  محل جداسازي  اكترينام ب  
1  UTMC00428 هاي شني همدان خاك  AV agar  

2  UTMC01046  هاي اصفهان ريزوسفر خاك  GAC agar.  

3  UTMC00893  مناطق غير ريزوسفري فارس  AV agar 

  

  
 جدايه 3 در  NRPSژن تكثير - 1 تصوير

  .اكتينومايست

 NRPS يها ژن با ها آن مقايسه و ها توالي بررسي
 دهد كه دو نشان مي ،GenBank در شده ثبت
 ،UTMC01046 سويه و UTMC00428 سويه
 بوده و اين ترادف به ترتيب NRPS ترادف ژن داراي

هاي ثبت   درصد، مشابهت با ژن91 درصد و 72با 
  ). 3 جدول(اند  هاي ژني را داشته شده در بانك
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  . NRPSژن داراي اكتينومايست هاي سويه-  3 جدول

 سويه جداشده كد
 در شباهت ميزان

 در دسترسي شماره  NRPSژن در از نظر شباهت ترين باكتري نزديك  ژن
GenBank 

UTMC00428 72درصد Streptomyces kitasatoensis AB432438.1 
UTMC01046 91درصد Streptomyces griseus subsp. griseus AP009493.1 

  
  SrRNA16تعيين توالي ژن 

   از تعيين توالي حاصل نتايج
 دو سويه داراي ژن SrRNA16هاي ژن   ترادف

NRPSدر بانك ژني  EzTaxonدهد كه   نشان مي

 Streptomycesباها به ترتيب  اين سويه
rectiviolaceus DG026660 و AB184240 

rubiginosohelvolus Streptomyces ،57/99 
  ).4جدول (شباهت دارند   درصد100درصد و 

  
  .16SrRNA ترادفژن اساس بر شده ثبت هاياكتينومايست با NRPSژن هاي داراي جدايه تشابه ميزان - 4 جدول

 در دسترسي شماره نام سويه
GenBank 

 از نظر تكاملي  ترين خويشاوند باكتري نزديك
 ترادف در تشابه ميزان
 SrRNA16 ژن

UTMC00428 DG026660  Streptomyces rectiviolaceus 574/99درصد  
UTMC01046 AB184240 Streptomyces rubiginosohelvolus 100درصد 

  
 و فوق هايسويه فيلوژنتيك درخت ،3 و 2 تصاوير در

 هاي سويه ترين نزديك با هاآن خويشاوندي ميزان
 نشان داده شده Eztaxon ژني بانك در شده ثبت
  .است

  

  
  .UTMC010460 يهجدا فيلوژنيك موقعيت و SrRNA16 دندروگرام ژن - 2 تصوير
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  .UTMC00428 جدايه فيلوژنيك موقعيت  وSrRNA16 دندروگرام ژن - 3 تصوير

  
هاي  سويه ضدميكروبي فعاليت بررسي نتايج

 جامد محيط در NRPSداراي ژن 
 نتايج بررسي فعاليت ضدميكروبي دو 5در جدول 

 در UTMC01046 و  UTMC00428سويه
 اين هر دو. محيط جامد نشان داده شده است

ها، فعاليت ضدميكروبي كمي بر عليه  جدايه
و  subtilis  Bacillusمثبت هاي گرم  باكتري

MRSA  دارند، ولي بر باكتري گرم منفي، قارچ و
  .اند اثر بودهمخمر، بي

هاي  نتايج بررسي فعاليت ضدميكروبي سويه
  در محيط مايعNRPSمولد ژن 

، فعاليت ضدميكروبي دو 6 در جدول 
 در UTMC01046 و  UTMC00428جدايه
 كه گونه همان. است شده داده نشان مايع محيط

 در ها سويه اين ضدميكروبي فعاليت شود، مي مشاهده
هاي  جدايه شرايط، اين در و است بهتر مايع، محيط
 نيز مخمرها و منفي گرم هاي باكتري عليه فوق،

 عليه جدايه، دو اين صورت، هر در. اند داشته فعاليت
Aspergillus niger اند اثر بودهبي.  

 
 در محيط جامد در روزهاي UTMC01046 و UTMC00428هاي  جدايه  بررسي فعاليت ضدميكروبي- 5جدول 

  .MRSA و sutilis  Bacillus عليه مختلف

  
بيوتيكي عصاره  نتايج بررسي فعاليت آنتي

  كشت
هاي بررسي اثر  كه آزمايش با توجه به اين
هاي  ها، بدون انجام آزمايش ضدميكروبي جدايه

سازي و در شرايط غيربهينه انجام شده بود،  بهينه
فعاليت ممكن بود پاسخ مشاهده شده مبني بر عدم

ناشي از غلظت كم تركيب  ،A.nigerعليه 

ضدميكروبي باشد، به همين دليل، با تغليظ ماده 
ضدميكروبي و سنجش فعاليت آن به روش انتشار در 
ديسك، فعاليت ضدميكروبي حتي در مقادير كم 

  )7جدول (. سنجيده شد
دهد  با اين وجود، نتايج به دست آمده نشان مي

 .اند اثر بودهبي A.nigerليه هاي منتخب، ع كه جدايه
  )7جدول (

 

MRSA  Bacillus subtilis 
 سويه روز هفتم روز دهم روز هفتم روز دهم

10 mm   13 mm   10 mm   12 mm   UTMC00428 
12 mm   10 mm   12 mm   10 mm   UTMC01046 
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  .پنجم روز در مايع محيط در UTMC01046 و  UTMC00428هاي جدايه ضدميكروبي  فعاليت-6 جدول
UTMC01046 UTMC00428 سويه 

20 mm 19 mm B.subtilis 
27 mm 30 mm MRSA 
18 mm mm 12 P.aeruginosa 
18 mm 12 mm C.albicans 

- - A.niger 
  

  .ها با روش انتشار از ديسك در روزهاي مختلف بيوتيكي سويه  نتايج بررسي فعاليت آنتي- 7جدول 
UTMC01046 UTMC00428 سويه 

 روز سوم پنجم هفتم سوم پنجم هفتم
29 mm 12 mm 9 mm 11 mm 12 mm - B.subtilis 

16 mm 11 mm 9 mm 12 mm 15 mm 10 mm MRSA 

17 mm 16 mm 15 mm 11 mm 15 mm 9 mm P.aeruginosa 

21 mm 18 mm 13 mm 8 mm 12 mm - C.albicans  
- - - - - - A.niger 

 
  بحث

ناوري در فهاي زيست گري توانمندي غربال
ها به دو روش كلاسيك و مولكولي  ميكروارگانيسم

در روش كلاسيك، ابتدا جدايه در . شود انجام مي
ر، كشت ورده مورد نظآمحيط مناسب براي توليد فر

شود و پس از طي دوره مناسب كه بسته به  داده مي
يند و ميكروارگانيسم مولد، از چند ساعت تا آنوع فر

چند هفته، متغير است، محصول توليد شده در مايع 
هاي مستقيم و غيرمستقيم، رديابي و  تخمير، به روش

تر است و  روش مولكولي، سريع. شود سنجيده مي
توان در اين روش مي. داردنيازي به صرف وقت فوق ن

ژن مولد محصول فوق را در جدايه مورد نظر رديابي 
تواند با سرعت بيشتر و با صرف اين كار مي. كرد

علاوه، با بررسي ترادف به. هزينه كمتري انجام شود
هاي  هاي ثبت شده از بانك ژن توليد شده با ترادف

هاي  هاي ارزيابي شده با ژن توان به تفاوت ژن ژني مي
دهنده تواند نشان ها مي د كه اين تفاوتموجود پي بر

 .محصولي نوين باشد
پيشتاز در  هاي ميكروارگانيسم ،ها اكتينومايست
هاي ثانويه فعال زيستي، از جمله  توليد متابوليت

تركيبات ضدباكتريايي هستند به دليل اهميت 
هاي زيادي براي  ها، تلاش اقتصادي اين باكتري

هاي ثانويه توسط  ليد متابوليتجداسازي و تو
  .ها به عمل آمده است اكتينومايست

با توجه به كاربرد گوناگون و گسترده پپتيدهاي 
فناوري، در اين ريبوزومي در عرصه زيست غير

 در NRPSپژوهش، فراواني و تنوع ژن 
 ايران، مختلف مناطق از شده جدا هاي اكتينومايست

 ملهاز ج .است گرفته قرار بررسي مورد
بيوتيك  توان آنتي  ميNRPS هاي بيوتيك آنتي

گليكوپپتيدي ونكومايسين را نام برد كه در درمان 
هاي ايجاد شده توسط  گيرانه و عفونت پيش

 قبلاً). 19(رود  هاي گرم مثبت به كار مي باكتري
 در NRPS ژن نشان داده شده كه

 تر كوچك هايژنوم حاوي هاي ميكروارگانيسم
 ظرفيت. ندارد وجود اصلاً يا ،ستا  كميابMb3از

  برابر3اندازه  با هايژنوم در هاژن اين كردنكد
 9/1در اكتينوباكترها تا  و كرده پيدا افزايش تر، بزرگ
ها با توجه به  اكتينومايست. يابدمي افزايش برابر

 ها،تر در مقايسه با ديگر باكتري داشتن ژنوم بزرگ
تري از  بخش بزرگامكان بيشتري براي استفاده از 

براي توليد ) درصد 5- 10( ظرفيت ژنوم خود
كدام از   كه هيچييجا آن از .هاي ثانويه دارندمتابوليت

كردن  هاي تاكسونوميك ديگر، ظرفيت بالاي كد گروه
NRPSهاي بيشتري روي  را ندارند، تلاش

بيوتيك انجام شده اكتينومايست در جهت كشف آنتي
  ).20( است
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 از ، جدايه اكتينومايست18، در اين پژوهش
در دو  NRPS  جدا و وجود ژنهاي كشور خاك

ها فعاليت ضدميكروبي  اين جدايه. جدايه تائيد شد
 گر وجود ژن اين نتايج نشان. اند مناسبي داشته

NRPS هاي اكتينومايست بومي ايران  در جدايه
 .Streptomyces spهر دو باكتري. است

UTMC00428 وStreptomyces 
sp.UTMC01046  داراي توانمندي توليد

هاي  الطيف بر عليه باكتري هاي وسيع بيوتيك آنتي
. هستند Candida albicansو  گرم مثبت، منفي

هاي توليد شده،  بيوتيك الطيف بودن اثر آنتيوسيع
در هر صورت، . كند ها را بيشتر مي احتمال كاربرد آن

ثر ابي  Aspergillus nigerهر دو باكتري، عليه
 Aspergillus وCandida albicans .اند بوده

niger، يك در هاي سيستم عامل بسياري از بيماري
درمان . افراد داراي نقص در سيستم ايمني هستند

 و Bتواند توسط آمفوتريسين ها مي اين بيماري
همچنين وريكنازول، طيف . ايتراكونازول انجام شود

هاي  تنوسيعي از فعاليت ضدقارچي بر عليه عفو
،  Candidaيك قارچي ايجاد شده توسطسيستم

Aspergillus  وChryptococcus ولي . دارد
فلوكونازول و نيز برخي تركيبات ديگر، فقط روي 

ثر و ؤهاي ناشي از آن م  و عفونتCandidaجنس 
. ، تاثير بسيار كمي دارندAspergillusروي جنس 

گر تفاوت مكانيسم مقاومت  اين مشاهدات، نشان
 ).23( است  Aspergillusو  Candidaدر

 و UTMC00428 هاي بيشترين فعاليت جدايه
UTMC01046 به ترتيب در روزهاي پنجم و 
ها در شرايط  اگرچه اين سنجش. هفتم بوده است

سازي شرايط  غيربهينه انجام شده و مسلما با بهينه
بيوتيك  ميزان آنتي( وري توليد، بازده توليد و نيز بهره

 در .بيشتر خواهد شد) ه در گذر زمانشدتوليد 
بيوتيك  توان گفت قدرت توليد آنتيشرايط كنوني مي

 درصد بيشتر از سويه UTMC01046 ،41/2سويه 
UTMC00428ولي با توجه به شباهت .  است

 نسبت به UTMC00428 درصد سويه 72كمتر از 
ترين سويه منسوب، احتمال نوين بودن  نزديك

بيشتر از سويه تركيب در سويه اخير، 
UTMC01046است .  

هاي پيشين گفته  گونه كه در بخش ضمناً همان
بيوتيك  شد، به طور كلي براي سنجش فعاليت آنتي

، ابتدا اكتينومايست، روي )در محيط جامد و مايع(
 كشت داده شده و بعد از مدت ISP2محيط جامد 

-صاره كشت و يا برشي از محيط آگارزمان مناسب، ع
ط مولر هينتون آگار كه از قبل با سويه دار در محي

حساس مورد نظر كشت داده شده بود، قرار داده 
 ساعت در 18- 24سپس اين پليت به مدت . شود مي

گيرد تا معلوم شود كه انتشار ماده  انكوباتور قرار مي
بيوتيكي از پانچ اكتينومايست موجب جلوگيري  آنتي

با . رخي كند يا از رشد سويه حساس را فراهم مي
 بيوتيك به تفاوت سرعت توليد آنتيتوجه 

هاي متفاوت، زمان برداشت نمونه  اكتينومايست
به همين دليل، در پژوهش . تواند متفاوت باشد مي

حاضر، اين آزمايش در روزهاي هفتم و دهم، براي 
كشت جامد و در روز سوم، پنجم و هفتم، براي كشت 

، در نتايج به دست آمده. مايع تكرار شده است
علت تفاوت نتايج .  آورده شده است5 و 4هاي  جدول

تواند  به دست آمده در دو روش جامد و مايع مي
ترين آن، تفاوت  ناشي از عوامل متعددي باشد كه مهم

به . بيوتيك در محيط آبي و آلي است حلاليت آنتي
بيوتيك اريترومايسين به صورت  عنوان مثال، آنتي

حدود (ي در آب دارد خالص، حلاليت بسيار ناچيز
؛ در حالي كه اين )17) (گرم در ليتر ميلي2/0

هاي صنعتي به ميزان چند گرم  بيوتيك در سويه آنتي
در ). 24(يابد  در ليتر در مايع فرمانتاسيون تجمع مي

واقع، علت انجام آزمايش در دو محيط مايع و نيز 
بيوتيك استخراج شده، درك تفاوت اثر تركيب  آنتي

 .ي توليد شده استضدميكرب
 )Sacido) 14هاي انجام شده توسط  در پژوهش

،Pathom-aree )21 ( وCao) 22 ( نيز وجود ژن
NRPS هاي اكتينومايست  در تعدادي از جدايه

  .گزارش شده است
 دست آمده، وجود پپتيدهاي  نتايج به

هاي بومي مطالعه  غيرريبوزومي را در اكتينومايست
. دهد مولكولي نشان ميگري  شده، از طريق غربال

حاكي از وجود فعاليت  همچنين نتايج به دست آمده،
هاي اكتينومايست داراي  ضدميكروبي در جدايه

  . هاي فوق است ژن



 جواد حامدي و همكاران

 64

  تقدير و تشكر
لفين، تشكر و قدرداني خود را از صندوق ؤم

حمايت از پژوهشگران و فناوران رياست جمهوري، 
 و 08/87026بابت حمايت مالي اين طرح به شماره 

فرد، پژوهشگر مركز كلكسيون از خانم پرستو صبائي
هاي  هاي دانشگاه تهران، بابت كمك ميكروارگانيسم

  .دارند علمي و فني اعلام مي
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