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چکيده
هدف این مطالعه اس��تخراج و خالص‌س��ازی نسبی س��یکلوتیدهای 
عصاره‌ی گیاه بنفش��ه‌ي بومی ایران و بررسی اثرهای ضدمیکروبی 
آن بر باکتری گرم مثبت S. aureus PTTC 1431 است. در این پژوهش 
اس��تخراج و خالص‌سازی نسبی س��یکلوتیدها با روش جزء‌گیری و 
اس��تفاده از س��تون SPE-C18 صورت گرفت. تعیین خلوص و وزن 
مولکولی سیکلوتیدهای به‌دست آمده، به‌ترتیب، با روش RP-HPLC و 
Tricine SDS PAGE انجام شد. سنجش اثرهای ضدمیکروبی محلول 

به‌دست آمده نیز با روش‌ انتشار شعاعی )RDA( تعیین شد. 
نتایج این مطالعه نش��ان داد که اثرهای ضدمیکروبی س��یکلوتیدهای 
به‌دس��ت آمده در باکتری گرم مثبتS. aureus PTTC 1431 مشابه اثر 
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آنتی‌بیوتیک ونکومایسین و آمیکاسین است. به نظر می‌رسد با مطالعات 
گسترده‌تر، در آینده، بتوان از س��یکلوتیدها برای درمان عفونت‌های 

استافیلوکوکی استفاده کرد.

واژه‌های کلیدی: استخراج، خالص‌سازی، سیکلوتیدها، بنفشه‌ی معطر، 
استافیلوکوکوس اورئوس.

مقدمه 
در سال‌های اخیر، شناسایی و معرفی عوامل 
ضد‌میکروب��ی جدید به منظور اس��تفاده در 
کلینیک کاهش نس��بتاً زیادی پیدا کرده است 
)Pranting et al., 2010(. همچنین، اس��تفاده‌ی 

م��داوم از آنتی‌بیوتیک‌ها س��بب ب��ه وجود 
آمدن س��ویه‌های مقاوم به چند دارو1 ش��ده 
بنابرای��ن،   .)Marshall et al., 2003( اس��ت 
کش��ف آنتی‌بیوتیک‌های جدید یک ضرورت 
مه��م اس��ت. اکن��ون شناس��ایی پپتیدهای 
ضد‌میکروبی2 ی��ک موقعی��ت درمانی برای 
مبارزه ب��ا میکروارگانیس��م‌ها فراهم کرده 
پپتیده��ای   .)Marshall et al., 2003( اس��ت 
ضدمیکروب��ی در تمامی انواع ارگانیس��م‌ها، 
از باکتری‌ها تا انس��ان، به‌منزله‌ی بخشی از 
مکانیسم دفاعی ذاتی میزبان یافت می‌شوند 
 Marshall, 2003; Andrea et al., 1998;(

Pranting et al., 2010(. چند ویژگی پپتیدهای 

ضدمیکروبی، مانند طیف گسترده‌ی فعالیت 
ضد‌میکروبی آن‌ه��ا، کاربرد آن‌ها در درمان 
س��رطان و عفونت‌های انگلی و ویروس��ی، 
ایج��اد مقاومت مح��دود برای س��ویه‌های 
باکتریای��ی پ��س از گذران��دن آزمایش‌های 
کلینیکی فاز 1 و 2، س��بب شده است از آن‌ها 

1. Multi Drug Resistant= MDR
2. Antimicrobial Peptides= AMPs

با عن��وان »داروهای ضد میکروبی قرن« یاد 
ش��ود. این داروها پاسخ مناسبی به مسئله‌ی 
افزایش روزافزون س��ویه‌های مقاوم به چند 

 .)Marshell et al., 2003( دارو هستند
در این مطالعه توجه بر اثرهای ضد‌میکروبی 
مجموعه‌‌ي سیکلوتیدهای خالص‌شده از گیاه 
بنفشه‌ي معطر بومی ایران تمرکز یافته است. 
سیکلوتیدها یک خانواده‌ي بزرگ از پپتیدهای 
کوچک هس��تند که 28-37 اسیدآمینه و یک 
موتیف س��اختاری به نام »گره سیس��تئین 
 Ireland et al., 2006; Craik( حلقوی«3 دارن��د
 et al., 2010; Dutton et al., 2004; Daly et al.,

2009(. این موتیف از ش��ش گروه سیستئین 

حفاظت‌شده و سه پیوند دی سولفیدی تشکیل 
ش��ده است. وجود این موتیف سبب مقاومت 
و پای��داری منحصر به‌فرد س��یکلوتیدها به 
حرارت، م��واد ش��یمیایی و آنزیم‌ها ش��ده 
 Cemazar et al., 2006, Colgrave et( اس��ت 
al., 2004(. سیکلوتیدها، امروزه، بزرگ‌ترین 

هس��تند  حلقوی  پروتئین‌ه��ای  خان��واده‌ی 
که به‌صورت ریبوزومی س��نتز می‌ش��وند 
)Gruber et al., 2008(. عملک��رد طبیع��ی و 

گسترده‌ترین فعالیت سیکلوتیدها در گیاهان 
)در نقش ارگانیسم تولیدکننده( دفاع در برابر 

3. Cyclic Cystine Knot
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 Ireland( حش��رات و آفات و بیماری‌زا‌هاست
et al., 2006(. اما فعالیت‌های زیس��تی دیگری 

نیز در میان این خانواده مشاهده شده است. 
فعالی��ت ضد‌باکتریایی، ض��د ویروس نقص 
ایمنی اکتسابی، ضد تومور، سیتوتوکسیک، 
همولیتیک و ... تعدادی از این عملکردهاس��ت 
)Zhang et al., 2009(. س��یکلوتیدها همانن��د 

پپتیدهای ضد‌میکروبی، س��اختاری  س��ایر 
آمفی‌پاتی��ک دارن��د که س��طوح هیدروفوبی 
و هیدروفیل��ی آن‌ها از یکدیگر جداس��ت، اما 
برخلاف س��ایر پپتیدهای ضد‌میکروبی، بار 
مثبت زیادی ندارند و به نظر می‌رسد ماهیت 
هیدروفوبیکی آن‌ها در اتصال به غش��ا مهم 

 .)Henriques et al., 2010( است
نتایج آزمایش‌ها مش��خص کرده ‌اس��ت که 
مکانیس��م اثر آن‌ها از یک مکانیس��م تخریب 
کننده‌ی غشا تبعیت می‌کند، اما مکانیسم دقیق 
عملک��رد و ارتباط میان س��اختار و توانایی 
بالقوه آن‌ها هنوز به‌خوبی شناخته نشده است 
 Henriques et al., 2010, Daly et al., 2009,(

Pranting et al., 2010(. پای��داری فوق‌الع��اده 

و تنوع س��اختاری س��یکلوتیدها ب��ه همراه 
فعالیت‌های زیستی گسترده‌ی آن‌ها سبب شده 
است که گزینه‌ي مناسبی برای دستورزی‌های 
مهندس��ی پروتئی��ن به‌منظور اس��تفاده در 
داروس��ازی و کش��اورزی ش��ناخته شوند 
 .)Henriques et al., 2010; Ireland et al., 2006(

تا کنون س��یکلوتیدها در خانواده‌های گیاهی 
 Cucurbitaceae و   Violaceae ،Rubiaceae

 Ireland et al., 2006; Dutton(  یافت ش��ده‌اند
 et al., 2004; Daly et al., 2009; Craik et al.,

 Viola 2010(. این س��یکلوتیدها در جنس‌های

 .)Zhang et al., 2009( فراوان‌ترند
ایران از جاهایی اس��ت که گونه‌های متنوعی 

از خانواده‌ی Violaceae را در خود جای داده 
اس��ت. یکی از آن‌ها Viola odorata است. این 
گیاه علفی برگ‌های قلبی‌شکل و دمبرگ دراز 
دارد. گل‌های آن منفرد، به رنگ بنفش و معطر 
اس��ت. میوه‌اش به شکل کپس��ول و پوشیده 
از کرک اس��ت و دانه‌های س��فید رنگ در آن 
وجود دارد. این گیاه در طب سنتی یک داروی 
قابض شناخته شده است که در درمان برفک 
دهان، بیماری‌های پوس��تی و برونش��یت و 
سیاه سرفه کاربرد دارد و در درمان سرطان 

پستان و معده مؤثر است. 
در این پژوهش اث��ر ضدمیکروبی مجموعه‌ 
سیکلوتیدهای خالص‌شده نسبی علیه باکتری 
گرم مثبت S. aureus PTCC 1431 بررس��ی 

شده است.

مواد و روش‌ها
 ،Viola odorata جمع‌آوری و شناسایی: گیاه
در نیم��ه‌روز، اواس��ط فروردین‌ماه، از پارک 
جنگلی ش��هدای غ��رب مازن��دران، با طول 
جغرافیایی 5 درج��ه و 25 دقیقه و عرض 36 
درج��ه و 39 دقیقه، جمع‌آوری ش��د. گیاهان 
جمع‌آوری‌ش��ده در پژوهش��کده‌ی گیاه��ان 
دارویی دانشگاه شهید بهشتی شناسایی شدند. 
استخراج و جداسازی: گیاهان جمع‌آوری‌شده 
در دمای 50 درجه‌ی س��انتیگراد خشک شد. 
برای استخراج سیکلوتیدها از روش تغییر‌یافته 
استفاده ش��د )Claeson et al., 1998(. به طور 
خلاصه، 30 گرم از برگ خشک‌شده‌ی گیاه با 
300 از دی‌کلرومتان در یک بش��ر مخلوط  ml

ش��د و به‌مدت یک س��اعت روی شیکر قرار 
 Svangarda et al., 2003, Broussalisa( گرف��ت
et al., 2001(. ای��ن مرحله 5 بار تکرار ش��د و 

باقی‌مانده‌ی گیاه، در مدت یک شبانه‌روز، در 
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دمای اتاق خشک شد. سپس، سه بار به شیوه‌ي 
400 از محلول الکل:آب به نسبت  ml مشابه با
1:1 عصاره‌گیری شد. عصاره‌های الکلی با هم 
مخلوط شدند و در خلأ اتانول آن‌ها تبخیر شد 
 Svangarda et al., 2003; Broussalisa et al.,(

Cleason et al., 1998 ;2001(. سپس، به محلول 

باقی‌مانده مقدار %2 حجم نهایی استیک اسید 
اضافه شد. عصاره‌ي به‌دست‌آمده، از 31 گرم 
 Cleason et al.,( ژل پلی آمید عبور داده ش��د
1998(. بعد از لیوفیلیزه کردن عصاره‌ی فاقد 

تانن، 5 گرم پودر خشک به‌دست آمد. 1 گرم 
100 آب مقطر حل  ml از پودر فاقد تان��ن در
 -n 100 محلول ml شد و در 3 نوبت، هر بار با
بوتانول، عصاره‌گیری کامل شد؛ به‌طوری‌که 
هر بار با اضافه کردن این حجم بوتانل به فاز 
آبی و جداکردن دو فاز از یکدیگر، فاز آبی دور 
ریخته ش��د و فقط فاز بوتانولی برای ادامه‌ي 
کار جمع‌آوری ش��د. فازهای بوتانولی با هم 
25 از  mg ،مخلوط شدند و بعد از حذف حلال
8 بافر استات  ml پودر خشک به‌دست آمده در
آمونیوم )pH= 8, 50mM( حل ش��د و از روی 
 - C18 ستون استخراج با فاز جامد1 سیلیکاژل
که از ش��رکت MN تهیه شده بود- عبور داده 

شد تا نمک‌ها و کربوهیدرات‌ها حذف شوند. 
 SPE (Solid برای خارج کردن پپتیدها، ستون
Phase Extraction( با محلول‌هایی که به‌ترتیب، 

غلظت اتانول در آن‌ها از %20 تا %80 افزایش 
می‌یافت، شست‌وش��و داده ش��د. برای تأیید 
وج��ود س��یکلوتیدها در محلول‌های حاصل 
از شست‌وشوی س��تون SPE با اتانول‌های 
%20، %50 و %80، ب��ا روش کروماتوگرافی 
مایع با کارایی بالا- فاز معکوس آنالیز ش��د. 

1. Solid phase extraction

در این آنالیز س��یکلوتیدها به س��بب داشتن 
بخش‌های هیدروفوبی در س��طح خود، زمان 
ب��ازداری2 طولان��ی خواهند داش��ت. برای 
آنالی��ز کروماتوگرافی مایع ب��ا کارایی بالا- 
فاز معکوس از سیس��تم KNAUER آلمان و 
س��تون C18 با ابعاد 25cm×4mm و اندازه‌ی 
ذرات 25 میکرون استفاده شد. شست‌وشوی 
ستون با فاز متحرک با سرعت ml 1 در دقیقه 
صورت گرفت. به منظور تأیید نهایی و به‌دست 
آوردن مح��دوده‌ی وزن مولکولی مجموعه 
س��یکلوتیدها آنالیز تریسین-سدیم دودسیل 
س��ولفات پلی‌آکریل آمای��د ژل الکتروفورز 

)Tricine- SDS- PAGE( انجام شد.

س�ویه‌ي‌ باکتریایی و محیط کش�ت: در این 
مطالع��ه از باکـتری گـرم مثبت اس��ـتاندارد

S. aureus PTCC 1431 -که از مرکز کلکسیون 

میکروبی ایران تهیه شده بود- استفاده شد. 
باکت��ری در تمام مدت مطالعه روی نوترینت 
آگار، در 4ºC نگهداری شد و تمامی رقت‌های 
سوسپانس��یون باکتریای��ی ب��ه‌کار رفته در 
س��نجش RDA در س��رم فیزیولوژی 0.9% 

انجام شد.

تعیی�ن ویژگ�ی ضــدمیکروب�ی مجموعه 
س�ــیکلوتیدهای خالص‌ش�ـده ب�ه روش 
انتشار ش�عاعیRDA( 3(: به‌منظور سنجش 
فعالی��ت ضدمیکروبی مجموعه پلی‌پپتیدهای 
 RDA استخراج‌ش��ده، از روش تغییریافت��ه
اس��تفاده شد که که آن را توضیح داده است 
 .)Lehrer et al.1991; pranting et al., 2010(

به طور خلاص��ه، در ای��ن روش باکتری‌ها 

2. Retention time
3. . Radial diffusion assay
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در محیط )Tripton Soy Broth (TSB رش��د 
کردن��د تا میزان جذب ن��وری آن‌ها در 600 
1 از محیط  ml ،نانومتر به 0/3 برسد. سپس
3400 به مدت 10  g 4 با سرعتºC کش��ت در
دقیقه س��انتریفوژ شدند. رسوب حاصل یک 
بار با بافر فس��فات سدیم )0/01mM )SPB و

8 شسته شد، و سرانجام، در SPB سرد  pH

سوسپانسیون شد. 
تقریباً 106×4 باکت��ری در 1 میلی‌لیتر )0/01 
10 از SPB، حاوی  ml نی��م مک فارلن��د( ب��ه
LE- آگاروز  1% )w/v( و % 0/03 TSB (w/v)

و )v/v(0/02% توئی��ن20-، اضافه ش��د. این 
مخلوط خوب به هم زده ش��د و به یک پتری 
دیش ب��ه قط��ر mm 85 اضافه ش��د. بعد از 
بسته شدن محیط کشت، چاهک‌هایی به قطر

mm 3 در آن تعبیه ش��د و µl 5 از نمونه‌های 

پپتیدی و یا ش��اهد به هر چاهک اضافه شد. 
س��پس، پلیت‌ها در 37Cº، به‌مدت 3 س��اعت، 
گرماگذاری ش��دند تا امکان انتش��ار پپتیدها 
فراهم ش��ود. س��پس، 10ml از SPB حاوی 
%6 و )LE 1%)W/V- آگاروز با  )W/V) TSB

دمای 42ºC به آن اضافه شد. بعد از 24-18 
س��اعت گرمخانه‌گذاری در دمای 37ºC، قطر 
ناحیه‌ی شفاف اندازه‌گیری شد. در ادامه، با 
انجام‌دادن آزمون آنتی‌بیوگرام با دیسک‌های 
آنتی‌بیوتیک‌هـ��ای رای��ج )پنیس��یلین ج��ی
µg 10، ونکومایسینµg 10، جنتامیس��ینµg

 ،)100µg 30 و پیپراسیلینµg 30، آمیکاس��ین

اث��ر ضدمیکروبی مجموعه س��یکلوتیدهای 
جداش��ده از گیاه Viola odorata مقایسه شد. 
همچنی��ن، دوام اث��ر ضدمیکروبی مجموعه 
س��یکلوتیدهای خالص‌ش��ده‌ي‌ نس��بی، در 
زمان‌ه��ای مختل��ف )1، 2 و 3 ماهه( پس از 

استخراج بررسی شد. 

نتایج و بحث
نتای��ج کروماتوگ��رام HPLC محلول‌ه��ای 
حاصل از شست‌وشوی ستون SPE با اتانول 
%50 و %80 در ش��کل شماره‌ي 1 نشان داده 

شده است.
بررس��ی کروماتوگرام‌ها نش��ان می‌دهد که 
ترکیبات م��ورد انتظار، ک��ه قطبیت کمتر و 
زمان بازداری بیشتری در RP-HPLC دارند، 
در محلول‌های شست‌وش��و با اتانول %50 و 

%80 به مقدار نسبتاً زیادی حضور دارند. 
با توج��ه ب��ه نتای��ج آنالی��ز RP-HPLC از 
محلول‌های حاصل از شست‌وش��و با اتانول 
%50 و %80 ب��ه منظ��ور س��نجش اثره��ای 
ضدمیکروبی استفاده شد. برای تأیید نهایی 
وج��ود س��یکلوتیدها در محلول‌های حاصل 
از شست‌وش��و ب��ا اتان��ول %50 و %80 از

وزن  ش��ـد.  اس��ـتفاده   Tricine-SDS-PAGE

مولکولی س��یکلوتیدها در مطالعات قبلی بین 
2800 ت��ا 5000 دالتون گزارش ش��ده اس��ت 
)Gruber et al., 2008(. در ش��کل ش��ماره‌ي 2 

حضور باند پروتئینی در محدوه‌ی 5000 دالتون 
دلیلی بر وجود سیکلوتیدها در محلول حاصل از 

شست‌وشو با اتانول %50 و %80 است.

RDA نتایج
مطالعات پیشین نش��ان داده است که روش 
RDA ی��ک روش مفید ب��رای تعیین فعالیت 

 Lehrer et( ضدمیکروبی مواد مختلف اس��ت
al., 1999, Pranting et al., 2010(. بنابرای��ن، 

برای س��نجش اولیه‌ی اثرهای ضدمیکروبی 
مجموعه‌سیکلوتیدهای نیمه‌خالص‌شده از این 

روش استفاده شد.
فعالیت ضدمیکروبی علیه سویه‌ي میکروبی 
اندازه‌گی��ری ش��د و اندازه‌ی قط��ر هاله‌های 
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شکل 1. کروماتوگرام RP-HPLC محلول حاصل از شست‌وشو با اتانول %50 )الف(، %80 )ب(. 
در کروماتوگرام حاصل از محلول شست‌وشو با اتانول %50، شدت پیک مواد قطبی )پیک A( کاهش پیدا کرده است و 
پیک‌های مربوط به مواد غیرقطبی)پیک B( نمایان شده ‌است. در کروماتوگرام حاصل از محلول شست‌وشو با اتانول 80% 
پیک ترکیبات غیرقطبی در زمان‌های بازداری بیشتر مشاهده می‌شود. در ضمن، شدت این پیک‌ها افزایش یافته است.
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  .(% )ب05% )الف(، 05با اتانول  شوو شستمحلول حاصل از  RP-HPLCکروماتوگرام . 1ی  شماره شکل

های مربوط به  و پیککاهش پیدا کرده است  (A)پیک  پیک مواد قطبی%، شدت 05تانول با ا شوو تشسدر کروماتوگرام حاصل از محلول 
های  % پیک ترکیبات غیرقطبی در زمان05با اتانول  شوو شست. در کروماتوگرام حاصل از محلول است  نمایان شده (B)پیک مواد غیرقطبی

 فته است.ها افزایش یا شدت این پیکضمن، شود. در  بازداری بیشتر مشاهده می
 

-RPکاه قطبیات کمتار و زماان ناازداری نیهاتری در        ،که ترکیباگ ماورد انتظاار   دهد نهان می ها نررسی کروماتوگرام

HPLC حضور دارند. نسبتاً زیادی% نه مقدار 25% و 55نا اتانول  دوو دستهای  در محلول ،دارند  
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 % نه مفظاور سافجش اررهاای   25% و 55ول نا اتان دوو دستهای حاصل از  محلولاز  RP-HPLCنا تو ه نه نتایج آنالی  
% 25% و 55نا اتانول  دوو دستهای حاصل از  یید نهایی و ود سیکلوتیدها در محلولنرای تأ .ددضدمیکرونی استشاده 

دالتون گ ارء  5555تا  2255استشاده دد. وزن مولکولی سیکلوتیدها در مطالعاگ قبلی نین  Tricine-SDS-PAGEاز 
دالتاون دلیلای نار     5555ی  حضاور ناناد پروتئیفای در محادوه     2ی  دماره در دکل .(Gruber et al., 2008) دده است

  .است% 25% و 55نا اتانول  دوو دستاز  و ود سیکلوتیدها در محلول حاصل
 
 

 
 Tricine-PAGE تصویر .2ی  شماره شکل

 %.05با اتانول  شوو شستمحلول حاصل از . 3ستون %. 05وشو با اتانول  تمحلول حاصل از شس .2مارکر وزن مولکولی. ستون  .1ستون 
 
 

 RDAنتایج 
 اسات .عالیت ضدمیکرونی ماواد مختلاف    یک روء مشید نرای تعیین RDAاست که روء نهان داده مطالعاگ پیهین 

(Lehrer et al., 1999, Pranting et al., 2010). یکرونی ی اررهااای ضاادم  ناارای ساافجش اولیااه   ،نفااانراین
 از این روء استشاده دد. دده خالص سیکلوتیدهای نیمه مجموعه

 ی داماره  نمودار عدم ردد درهای  قطر هاله ی گیری دد و اندازه میکرونی اندازه ی سویه.عالیت ضدمیکرونی علیه  
تلاف  ناا درصادهای مخ   داو و دسات هاای حاصال از    ریر محلولی عدم ردد حاصل از تأ نررسی قطر هاله. آمده است 1

نهاان داد کاه محلاول     ،S. aureus PTTC1431 روی نااکتری  نار گیاری   ی اول پاا از عصااره   اتانول در طی سه ماهه
نارای   ،در مراحال نعاد   ،. نفاانراین ناود  نازدارندگی از ردد نرایترین محلول  % مفاس 55نا اتانول  دوو دستحاصل از 

 معطر از این محلول استشاده دد.  ی اه نفشههمحلول های اتانولی حاصل از گیارر نازدارندگی  ی مقایسه
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Tricine-PAGE شکل 2. تصویر
ستون 1. مارکر وزن مولکولی.

ستون 2. محلول حاصل از شست‌وشو با اتانول 50%.
ستون 3. محلول حاصل از شست‌وشو با اتانول 80%.
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عدم رش��د در نمودار شماره‌ي 1 آمده است. 
بررس��ی قط��ر هاله‌ی عدم رش��د حاصل از 
تأثی��ر محلول‌ه��ای حاصل از شست‌وش��و 
ب��ا درصده��ای مختلف اتانول در طی س��ه 
ماه��ه‌ی اول پس از عصاره‌گی��ری بر روی 
باکتری S. aureus PTTC1431، نش��ان داد که 
محلول حاصل از شست‌وشو با اتانول 50% 
مناسب‌ترین محلول برای بازدارندگی از رشد 
بود. بنابراین، در مراحل بعد، برای مقایسه‌ی 

اثر بازدارندگی محلول های اتانولی حاصل از 
گیاه بنفشه‌ی معطر از این محلول استفاده شد. 
آنالی��ز آم��اری داده‌ها نش��ان داد که تفاوت 
بین میانگین قطر هاله‌ی عدم رشد حاصل از 
تأثی��ر مقدارهای مختلف )5 و 10 میکرولیتر( 
محلول‌های حاصل از شست‌وش��و با اتانول 
%50 و %80، با گذش��ت زمان در سه ماهه‌ی 
اول پس از تهیه‌ی محلول‌ها، معنی‌دار نیست 

)نمودار شماره‌ی 1(. 
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 .S. aureus PTCC1431% در 05% و 05وشو با اتانول  های حاصل از شست . تأثیر مقدارهای مختلف محلول1ی  نمودار شماره

 
 

. نهاان داده داده اسات    1 ی داماره  های تجاری در  دول نیوتیک ی عدم ردد ناکتری در مقانل آنتی قطر هاله ی اندازه
 هاا  نیوتیاک  ریر نازدارناده آنتای  % ناا تاأ  25% و 55نا اتانول  دوو دستهای حاصل از  ریر ضدمیکرونی محلولی تأ مقایسه

%، 55ناا اتاانول    SPEداوی ساتون   و حاصل از دسات ارر نازدارندگی محلول  S. aureusنهان داد که در مورد ناکتری 
ریر أن ناا تا  ارر نازدارنادگی آ  ،وده است. همچفیناین ناکتری نیهتر ن نراز ارر نازدارندگی  فتامایسین  ،داری طور معفی نه

 .(2 ی دماره )نموداری ندادت دار ونکومایسین و آمیکاسین تشاوگ معفی
 

 بار تکرار( 3)با  های تجاری بیوتیک آنتی مقابلاستاندارد در   ی عدم رشد سویه ی میانگین قطر هاله .1 ی شماره جدول
 پیپراسیلین آمیکاسین ونکومایسین جنتامایسین Gیلین پنیس بیوتیک نام آنتی

محتوی دیسک 
(µg) 

15 15 35 35 155 

 32 ± 15/1 13 ± 5 13 ± 5 13 ± 5 23 ± 5 عدم ردد ی قطر هاله
 

 (µlهای متفاوت از ماده ضدمیکروبی ) حجم

S. aureus PTCC1431 نمودار 1. تأثیر مقدارهای مختلف محلول‌های حاصل از شست‌وشو با اتانول %50 و %80 در

ان��دازه‌ی قطر هاله‌ی عدم رش��د باکتری در 
مقاب��ل آنتی‌بیوتیک‌های تج��اری در جدول 
ش��ماره‌ي 1 نشان داده شده است. مقایسه‌ی 
تأثی��ر ضدمیکروبی محلول‌ه��ای حاصل از 
شست‌وش��و با اتان��ول %50 و %80 با تأثیر 
بازدارن��ده آنتی‌بیوتیک‌ها نش��ان داد که در 
م��ورد باکت��ری S. aureus اث��ر بازدارندگی 
محل��ول حاصل از شست‌وش��وی س��تون 
SPE ب��ا اتانول %50، به‌ط��ور معنی‌داری، از 

اثر بازدارندگی جنتامایس��ین بر این باکتری 
بیشتر بوده اس��ت. همچنین، اثر بازدارندگی 
آن با تأثیر ونکومایسین و آمیکاسین تفاوت 

معنی‌داری نداشت )نمودار شماره‌ي 2(.

درباره‌ي خواص ضدمیکروبی گونه‌ي گیاهی 
Viola odorata چندی��ن گ��زارش وجود دارد  

 Amin et al., 2002: Arora et al., 2007;(

Shahidi et al., 2004(. در هی��چ ی��ک از ای��ن 

گزارش‌ها شناس��ایی و خالص‌سازی ماده‌ی 
مؤث��ر‌ گیاه ص��ورت نگرفته اس��ت، بلکه در 
تمامی آن‌ها اث��ر عصاره‌ی آبی یا الکلی گیاه 
مورد نظر، که ح��اوی مخلوطی از ترکیب‌ها 
مانند فلاونوئیدها، ترپن‌ه��ا، کربوهیدرات‌ها 
و... است، مطالعه ش��ده است. حضور چنین 
ترکیباتی در عصاره ممکن اس��ت در فعالیت 

ضدمیکروبی گیاه تداخل ایجاد ‌کند. 
و  جداس��ازی  ه��دف  ب��ا  پژوه��ش  ای��ن 
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خالص‌س��ازی نس��بی س��یکلوتیدها انجام 
ش��ده اس��ت و به‌گون��ه‌ای طراح��ی ش��ده 
اس��ت تا ترکیبات مداخله‌کنن��ده در اثرهای 
ضدمیکروبی سیکلوتیدها مانند پلی فنول‌ها، 
کربوهیدرات‌ه��ا و نمک‌ها، ت��ا حدود زیادی 
ح��ذف ش��وند. کروماتوگرام‌ه��ای حاصل 
از آنالیز RP-HPLC ش��اهد خوب��ی بر این 
مدعایند. همان‌گونه که در ش��کل ش��ماره‌ي‌ 
1 مشخص ش��ده است، پیک مربوط به مواد 
غیرقطبی )پیک‌هایی که با حرف B نشان داده 
ش��ده‌اند(، زمانی که س��تون SPE با اتانول 
%80 شست‌وشو شده، بیشتر شده است. از 
آنجا که سیکلوتیدها یک سطح هیدروفوب در 
ساختار خود دارند، پیک B می‌تواند مربوط 
به س��یکلوتیدها باش��د ک��ه آنالی��ز اثرهای 
ضدمیکروب��ی آن‌ها به خوب��ی این مطلب را 

تأیید می‌کند.

جدول 1. میانگین قطر هاله‌ي عدم رشد سویه‌ي‌ استاندارد در مقابل آنتی‌بیوتیک‌های تجاری )با 3 بار تکرار(

نمودار 2. مقایسه‌ي اثر بازدارندگی 10 میکرولیتر از محلول حاصل از شست‌وشو
S. aureus با اتانول %50 با و آنتی‌بیوتیک‌ها در رشد
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 .S. aureus PTCC1431% در 05% و 05وشو با اتانول  هاي حاصل از شست . تأثیر مقدارهاي مختلف محلول1ي  نمودار شماره

 
 

نشما  داده شمده ا.م       1 ی شمااره  های تجاری در جدول بیوتیک ی عدم رشد باکتری در مقابل آنتی هاله قطر ی اندازه
 هما  بیوتیمک  ثیر بازدارنمده آنتمی  % بما تمأ  05% و 05با اتانول  شوو شس های حاصل از  ثیر ضدمیکروبی محلولی تأ مقایسه

%، 05بما اتمانول    SPEشموی .متو    و صل از شسم  حااثر بازدارندگی محلول  S. aureusنشا  داد که در مورد باکتری 
ثیر أ  بما تم  اثر بازدارنمدگی آ  ،وده ا.   هاچنیناین باکتری بیشتر ب براز اثر بازدارندگی جنتامایسین  ،داری طور معنی به

  (2 ی شااره )ناوداری نداش  دار ونکومایسین و آمیکا.ین تفاوت معنی
 

 بار تکرار( 3)با  هاي تجاري بیوتیک آنتی مقابلاستاندارد در   ي شد سویهعدم ر ي میانگین قطر هاله .1 ي شماره جدول
 پیپراسیلین آمیکاسین ونکومایسین جنتامایسین Gپنیسیلین  بیوتیک نام آنتی

 01 01 01 01 011 (µg)محتوی دیسک 
 03 ± 01/0 01 ± 1 01 ± 1 00 ± 1 30 ± 1 عدم رشد ی قطر هاله

 

 (µlهای متفاوت از ماده ضدمیکروبی ) حجم
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 .S. aureusها در رشد  بیوتیک % با و آنتی05وشو با اتانول  میکرولیتر از محلول حاصل از شست 15ی اثر بازدارندگی  . مقایسه2ی  نمودار شماره

 
 

 :Amin et al., 2002)  چفادین گا ارء و اود دارد    Viola odorataگیااهی   ی خواص ضدمیکرونی گونهی  درناره

Arora et al., 2007; Shahidi et al., 2004). ؤررما  ی ساازی مااده   خاالص دفاساایی و   ها در هیچ یک از این گ ارء  
حااوی مخلاوطی از   کاه   ،گیااه ماورد نظار   آنی یاا الکلای    ی عصاره ارر ها ننلکه در تمامی آ ،صورگ نگر.ته استگیاه 

 ترکیبااتی در عصااره  حضاور چفاین    ه است.دد مطالعه، است .ها و .. ها، کرنوهیدراگ لاونوئیدها، ترپن. مانفد ها ترکی 
  د.فک ت ضدمیکرونی گیاه تداخل ایجاد در .عالی ممکن است
ای طراحای داده اسات تاا      وناه گ است و نه انجام ددهلوتیدها زی نسبی سیکسا نا هدف  داسازی و خالصاین پژوهش 

تاا حادود    هاا،  هاا و نماک   ها، کرنوهیادراگ  مانفد پلی .فول ضدمیکرونی سیکلوتیدها کففده در اررهای ترکیباگ مداخله
کاه در   گوناه  هماان  داهد خونی نار ایان مدعایفاد.    RP-HPLCهای حاصل از آنالی   کروماتوگرام زیادی حاف دوند.

 ،اناد(  نهاان داده داده   Bهایی کاه ناا حارف     مهخص دده است، پیک مرنوط نه مواد غیرقطبی )پیک 1  ی دماره دکل
که سیکلوتیدها یاک ساط  هیادرو.و     دده است. از آنجا نیهتر  ،دو ددهو % دست25نا اتانول  SPEزمانی که ستون 

ها نه خاونی ایان    ضدمیکرونی آن ا نادد که آنالی  اررهایسیکلوتیده تواند مرنوط نه می Bپیک  ،در ساختار خود دارند
 کفد. یید میمطل  را تأ
 اررهاااینتااایج نهاان داد   داد؛ نررساای مااه   3ساایکلوتیدها تاا   ی در ایان مطالعااه عمار نگهااداری در قشساه    همچفاین 

تاوان سااختار    را مای دلیل این پایداری سیکلوتیدها  .کفد داری نمی لوتیدها نا گادت زمان تیییر معفیمیکرونی سیکضد
ای ناه   العااده  یاک نان حلقاوی پایاداری .او      و  CCK. سیکلوتیدها نه سب  دادتن موتیف دانستها  مفحصر نه .رد آن

ضدمیکروبی ی نوع ماده  

همچنین در ای��ن مطالعه عم��ر نگهداری در 
قفسه‌ی سیکلوتیدها تا 3 ماه بررسی شد؛ نتایج 
نشان داد اثرهای ضدمیکروبی سیکلوتیدها با 
گذشت زمان تغییر معنی‌داری نمی‌کند. دلیل 
این پایداری سیکلوتیدها را می‌توان ساختار 
منحصر به فرد آن‌ها دانست. سیکلوتیدها به 
س��بب داشتن موتیف CCK و یک بن حلقوی 
پایداری فوق‌الع��اده‌ای به آنزیم‌ه��ا، عوامل 
شیمیایی و فیزیکی تقلیب‌کننده، مانند اوره و 
حرارت دارند. وجود ش��بکه‌ای از پیوندهای 

هیدروژنی نیز در پایداری آن‌ها مؤثر است. 
در زمینه‌ی عملکرد ضدمیکروبی سیکلوتیدها 
 Pranting( تا کنون س��ه گزارش وجود دارد
 et al., 2010; Tam et al., 1999; Gran et

al., 2008(. در ای��ن گزارش‌ه��ا اثرهای ضد 

میکروبی سیکلوتیدها علیه باکتری‌های گرم 
منف��ی، گرم مثبت و قارچ‌ها س��نجیده ش��ده 
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است. Tam و همکارانش )1999( نشان دادند 
که سیکلوتیدها علیه باکتری‌های گرم مثبت و 
گرم منفی اثرهای ضدمیکروبی نسبتاً زیادی 
دارن��د، اما در هیچ یک از ای��ن گزارش‌ها اثر 
ضدمیکروبی سیکلوتیدها با آنتی‌بیوتیک های 
رایج در درمان عفونت‌های اس��تافیلوکوکی 

مقایسه نشده است.
یافته‌ه��ای پژوهش ما نش��ان داد که فعالیت 
ضدمیکروب��ی س��یکلوتیدها علی��ه باکتری 
گ��رم مثب��ت S. aureus مش��ابه آنتی‌بیوتیک 
ونکومایسین و آمیکاس��ین است، اما به‌طور 
معنی‌داری از اثر پنیسیلین کمتر است. با توجه 
به نتایج به‌دس��ت آمده در تحقیق اخیر و نیز 
مطالعات صورت گرفته می‌توان مکانیسم اثر 
ضدمیکروبی س��یکلوتیدها و علت اثرگذاری 
بهت��ر آن‌ها در باکتری‌های گ��رم مثبت را به 
ش��رح زیر بیان کرد: پپتیدهای ضدمیکروبی 
کلاس��یک، مانند دیفنس��ین‌ها، سسروپین و 
مگینین، که هدفش��ان غشای س��لولی است، 
ساختاری آمفی‌پاتیک دارند و بار خالص آن‌ها 
مثبت است. سیکلوتیدها نیز مانند این پپتیدها 
ساختاری آمفی‌پاتیک دارند، اما بر خلاف آن‌ها 
بار خالص‌شان صفر یا نزدیک به صفر است، 
بنابراین تمایل آن‌ها به غش��ای باکتری‌های 
گرم منفی، که غنی از لیپید A هس��تند، کمتر 
اس��ت؛ زیرا این ترکیب بار منفی زیادی دارد 
و سیکلوتیدها برای اتصال به چنین غشاهایی 
ب��ه کاتیون‌ه��ای دوظرفیتی احتی��اج دارند. 
اتصال سیکلوتیدها به غشای سلولی از طریق 
نیروهای هیدروفوبی و الکترواستاتیک است. 
بنابراین، قدرت یونی و pH محلول در عملکرد 
سیکلوتیدها تأثیرگذار خواهد بود و بررسی 
فعالی��ت ضدمیکروبی س��یکلوتیدها هنوز به 

مطالعات بیشتری احتیاج دارد.

سپاسگزاری
از دکتر محمدرضا کنعانی در پژوهشکده‌ی 
گیاهان دارویی دانش��گاه ش��هید بهشتی به 
خاطر شناسایی گونه‌ي گیاهی بنفشه‌ي معطر 

تشکر و قدردانی می‌شود.
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