
 

 

 از خاک ایران   Althiomycinو   Myxothiazolجداسازی و شناسایی میکسوباكتر تولیدكنندۀ 
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 2/8/1395: افتیدر خیتار

 11/12/1395: رشیپذ خیتار

 ط چکیده 

كنند. جدایه گیرند كه حركت لغزشی دارند و اجسام زایشی ایجاد میهای خاک قرار میمیکسوباكترها در دستة باكتری

های مختلف از خاک منطقة كوهرنگ چهارمحال و بختیاری جداسازی شد و  فعالیت زیستی آن علیه پاتوژن  118میکسوباكتریایی  

های ، فعالیت عدمیکروبی قابل توجهی علیه باكتری118سازی در میکروپلیت مورد بررسی قرار گرفت. جدایه  انسانی به روش رقت

های مورفولوژیکی، بیوشیمیایی نشان داد و از این رو، مورد مطالعة بیشتر قرار گرفت. بررسی ویژگی M.luteus و E.coliشاخش 

دارد. به عدوه، درخت فیلوژنی رابطة خویشاوندی  تعلق M. fulvus جدایه به گونةباكتری نشان داد كه این  16S rDNAو توالی 

كرد. به منظور بررسی فعالیت زیستی باكتری، استخراج حدلی محیط كشت انجام و عصارۀ  تأیید M. fulvus گونهبا این جدایه را

دهندۀ های حساس تست شد. آنالیز طیف سنجی جرمی نشانگیری و علیه پاتوژن فراكسیون  HPLCمتانولی حاصل به وسیلة 

 لی محیط كشت این جدایه بود. های آلتیومایسین و میکسوتیازول در عصارۀ متانوبیوتیك حضور یون مولکولی آنتی

 زیستی  فعالیت  ،طیف سنجی جرمی  یلوژنی، ف  درخت  بیوتیک،   آنتی :یدیكل هایواژه 

 مقدمه

اند، امکانِ یافتن شدههایی كه تاكنون كمتر مطالعهدر فرایند جستجو برای یافتن تركییات طییعی مفید، یربالگری میکروارگانیس 

دهد میکسوباكترها تولیدكنندگان توانمند انوار زیادی دهد. گزارشاتی موجود است كه نشان میهای جدید را افزایش میمتابولیت

 100تا امروز در حدود  .(Weissman & Müller, 2010)ة زیست فعال عدباكتریایی و عدقارچی هستند های ثانویاز متابولیت

است كه بسیاری از آنها به طور خاو توسط این گروه میکروبی تولید  مشتق از میکسوباكترها توصیف شده 500ساختار پایه و 

های نابع خوبی برای تركییات جدید هستند، اما در یربالگریها ماین میکروارگانیس   .(Weissman & Müller, 2010) شوندمی

و نگهداری آنها دشوار است. همچنین، سازی جداسازی آنها فرایندی طولانی و خالش اند؛ زیرا،به خوبی مطالعه نشده دارویی

شوند تا یك سوسسانسیون  های مایع مناسب انتقال داده شوند، باید چندین بار به محیطهایی كه به تازگی جداسازی میسویه 

سلولی یکنواخت حاصل شود. 
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مانند های یضرو  ها همچنان به صورت پوسته، كد  و گلولهاگرچه این روش تنها روش موجود است، برخی سویه  

های گرم منفی هستند كه نسیتاً دارای رشد كندی میکسوباكترها به شکل میله (Reichenbach & Höfle, 1999)كنند رشد می

خواران، مواد گیاهی در حال فساد و آنها از خاک، مدفور گیاه .(Shimkets et al., 2006) ای دارندهستند و چرخة زندگی پیچیده

 هاست:اند. چندین جنیه از مراحل جداسازی آنها منحصر به این گروه از باكتریپوست درختان زنده و مرده جداسازی شده

بیوفیل  شفا ، نازک لغزند و  و رفتار اجتماعی: میکسوباكترها روی سطگ آگار می(  Gliding)حركت به روش لغزیدن    -1

كننده، مانند مدفور های بین سلولی به سمت مواد جذبكنند و با حركات هماهنگ شده به واسطة سیگنالای ایجاد میو پیچیده

 . (Dworkin, 1996)كنند خرگوش، حركت می

شوند. اجسام زایشی در هر ایجاد می( Fruiting body)افتراق به میکسوسسورهای مقاومی كه درون اجسام زایشی  -2

 . (Shimkets et al., 2006)باشد های مه  شناسایی آنها میگونه دارای شکل، رنگ و قوام خاصی است كه یکی از مدک

ها بیوتیكهای لیزكنندۀ خارج سلولی متنور و آنتیو مخمر كه هض  آنها با استفاده از آنزی  شکار انوار باكتری -3

 .شود انجام می

 . (Shimkets et al., 2006) بعضی از میکسوباكترها قادر به تجزیة سلولز هستند -4

شده از آوری های جمع شوند. آنها از نمونههای خنثی یا كمی قلیایی یافت میطور معمول در خاکمیکسوباكترها به

شوند. ها در سطگ دریا و از ارتفاعات بالا جداسازی میها و باتدق ها، بیابانهای بارانی گرمسیری و از تندراهای قطیی، استپجنگل

 . (Dawid, 2000) تر هستندشده است كه مناطق گرم و دارای فصول خشك از نظر تنور میکسوباكترها ینی با وجود این، دیده

رسد، ایران به لحاظ دارا بودن اقلی  زمستان گرم و مرطوب و تابستان خشك استسی مکان مناسیی برای میکسوباكترها به نظر می

 نشان( Dawid, 2000)زیرا میکسوسسورها قادر به تحمل خشکی و دمای بالا هستند. در واقع، مطالعة انجام شده توسط داوید 

ها در دهد كه طیف گونهها بر نمونة خاک در ایران است؛ همچنین، این مطالعه نشان مید گونهدهندۀ میانگین بسیار بالای تعدا

 ایران بسیار گسترده است. 

های ثانویة زیست گونه مطالعات در ایران است، بررسی تولید متابولیتهد  از انجام نوشتار حاعر كه اولین مورد از این

 ت. میکسوباكترهای بومی ایران اس فعال در

 هامواد و روش 

 نمونه  آوریجمع

رود، واقع در شهرستان كوهرنگ استان چهارمحال و جدایه میکسوباكتر مورد بررسی از نمونة خاک تونل اول زاینده

 جمع آوری شد.  1392بختیاری، جداسازی شد. این نمونه در اواخر فصل بهار سال 
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 جداسازی

معرض هوا انجام گرفت. دو  شده در تاریکی و در آوری های قارچی، با خشك كردن كامل نمونة جمعكاهش آلودگی

  ( Shimkets et al., 2006)آگار  WATمحیط كشت روش برای جداسازی میکسوباكترها از نمونه استفاده گردید. در روش اول، 

از به صورت متقاطع در وسط آن كشت داده شد. سسس یك نخود  E. coli( تهیه و باكتری µg/ml100دارای سیکلوهگزامید )

به مدت یك  C ˚30الف( و پلیت در دمای  1منتقل )شکل  E. coliبه هر چهار انتهای خطو  كشت كامدً خشك شده  ةنمون

قرار   بررسیمورد   Olympus SZX12 گرماگذاری شد. سسس تشکیل جس  زایشی و خزش میکسوباكتر زیر لوپ دوچشمی هفته 

( تهیه و سلولز به عنوان µg/ml100دارای سیکلوهگزامید ) (Shimkets et al., 2006)آگار  ST21محیط  گرفت. در روش دوم،

ب(.  1متر در چهار طر  پلیت قرار گرفت )شکل سانتی 2×2منیع كربن به صورت چهار عدد كایذ فیلتر استریل در ابعاد تقرییاً 

گرماگذاری و سسس تشکیل   C˚30به مركز كایذهای فیلتر منتقل و پلیت به مدت یك هفته در دمای  به اندازۀ یك نخود از نمونه  

 جس  زایشی و خزش میکسوباكتر بررسی شد. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 سازیخالص

به   (Shimkets et al., 2006)آگار   VY/2سازی در ابتدا با انتقال مستقی  رأس جس  زایشی جوان به محیط خالش

به چهار رأس كشت جس  زایشی از این محیط  سسس    سرنگ انسولین انجام شد و این انتقال چندین مرتیه صورت گرفت.  وسیلة

سازی كامل چندین مرتیه تکرار گردیداین انتقال تا خالش آگار انتقال یافت. WATروی محیط  زنده E. coliمتقاطع 

 مدت  بلند  نگهداری

 C 30˚و  rpm 160 روز در 10-12به مدت و  Myxoviresin (Shimkets et al., 2006)جدایه در محیط كشت مایع 

 استفاده شد. -C 80˚كشت داده و از كشت مایع به دست آمده برای نگهداری بلند مدت در فریزر 

 

آگار با كشت  WAT یطدر الف( مح 118 یهجدا یکسوباكترم ی: جداساز1شکل 

  یلترآگار با كاغذ ف ST21و ب(  E.coliمتقاطع  

 لفا ب الف
 ب



 

 و همکاران  یمراد اعظ                                                یران...  از خاک ا Althiomycinو  Myxothiazol یدكنندۀ تول یکسوباكترم ییو شناسا یجداساز           136

 

 

 بندیشناسایی و رده

های رویشی و میکسوسسورها با و سلول Olympus SZX12 لوپ دوچشمی مورفولوژی اجسام زایشی با استفاده از 

 .انجام گرفت  رایشنیاخ و دوركین بررسی شد. شناسایی مورفولوژیك بر اساس كلید شناسایی  استفاده از میکروسکوپ

واكنش آنزیمی و تعیین پروفایل آنزیمی   19بررسی  برای    API ZYM®آزمون  بررسی خصوصیات بیوشیمیایی باكتری با  

تنظی  شد؛  C 44˚و  30، 22آگار در سه دمای  VY/2باكتری صورت گرفت. دمای بهینة رشد باكتری با كشت روی پلیت 

بهینه،   pHگرماگذاری به مدت حداقل یك هفته انجام گرفت و مقایسة قطر رشد باكتری در سه دما صورت پذیرفت. برای تعیین  

به  C 30˚های پنج، شش، هفت، هشت و نه تهیه و جدایه روی آنها منتقل شد. گرماگذاری در دمای pH آگار با  VY/2محیط 

پلیت  13رشد تعیین گردید.  pHگیری و بهترین اندازه pHمدت حداقل یك هفته انجام گرفت. سسس قطر رشد باكتری در پنج 

VY/2  بیوتیکی باكتری استفاده برای تعیین الگوی مقاومت آنتی 1 شده در جدولبیوتیك با یلظت نكر نور آنتی 13آگار حاوی

گرماگذاری شد. بعد از این مدت،  C 30˚بیوتیك انتقال یافت و حداقل به مدت یك هفته در های آنتیشد. باكتری به این پلیت

 های مختلف مورد بررسی قرار گرفت.بیوتیك رشد یا عدم رشد باكتری در حضور آنتی

 

های استفاده شده در شناسایی و غلظت آنها بیوتیکآنتی  :1جدول  

 بیوتیکآنتی غلظت نهایی

µg/ml 50 میسن پلیmg/ml 10 

µg/ml 50  جنتامیسینmg/ml 10 

µg/ml 10 تتراسایکلین اكسیmg/ml 10 

µg/ml 100 سیلین آمسیmg/ml 10 

µg/ml 30  كلرامفنیکلmg/ml 9 

µg/ml 50  اسسکتریومایسینmg/ml 10 

µg/ml 50  كانامایسینmg/ml 10 

µg/ml 50  سفالوسسورینmg/ml 10 

µg/ml 50  فوزیدیك اسیدmg/ml 10 

µg/ml 50  باسیتراسینmg/ml 10 

µg/ml 50  تیواسترپتونmg/ml 10 

µg/ml 50 متوپری  تریmg/ml 10 

µg/ml 150  هیگرومایسینmg/ml 10 
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های گرم منفی و با استفاده از طیق پروتکل استاندارد باكتری DNA استخراجبه منظور بررسی فیلوژنتیکی جدایه، 

و با استفاده از  PCRی جداسازی شده با واكنش DNA( انجام گرفت. Invitek, Germany)  Invisorb Spin Plant Miniكیت 

استفاده از كیت  با PCRتکثیر یافت. در مرحلة بعد محصول  2و برنامه دمایی جدول  R1525و  F27پرایمرهای یونیورسال 

NucleoSpin Extract II (Macherey-Nagel) های حاصل با استفاده از یابی با همان پرایمرها انجام شد. توالیخالش و توالی

های موجود در نسخة شش به ه  متصل شدند تا توالی كامل ژن حاصل شود؛ سسس، این توالی با توالی SeqMan IIافزار نرم

نسخة شش به روش   MEGAافزار  مقایسه گردید. درخت فیلوژنی جدایه مورد مطالعه به وسیلة نرم   EzBioCloudبانك اطدعاتی  

های های شاخش گونههمانندسازی و در مقایسه با توالی سویه بار  100( با Maximum liklihood method)  حداكثر شیاهت

كننده به روش خزش است، كه یك ییرمیکسوباكتر حركت  Hymenobacter kanoulensis T-3مختلف میکسوباكترها رس  شد. از  

 به عنوان خارج از گروه برای رس  درخت فیلوژنتیك استفاده شد.  

 غربالگری فعالیت ضدمیکروبی

از آن به محیط كشت  mL 10تهیه و  Myxoviresinدر محیط  118كشت از جدایه میکسوباكتریایی یك پیش

Myxoviresin  حاوی دو درصد رزینXAD4 (Sigma, USA)  روز در 12به مدت تلقیگ و rpm 160  و˚C 30  .رشد داده شد

استون استخراج گردید.  mL 70های میکسوباكتر از محیط كشت جدا و بعد از شستشو با آب دیونیزه، با سسس رزین و توده

متانول به آن اعافه شد. حداقل یلظت بازدارندگی  mL 1خشك و  (Heidolph, Germany)با روتاری  C40˚عصارۀ استونی در 

(MIC عصارۀ متانولی جدایه میکسوباكتریایی )چاهکی  96سازی در میکروپلیت با استفاده از روش رقت 118(Wiegand et al, 

 Escherichia coli (DSM 116) ،Escherichia coli TolC ،Staphylococcusهای شاخش شامل علیه میکروارگانیس  (2008

aureus (Newman) ،Candida albicans (DSM 1665) ،Pseudomonas aeruginosa (DSM 19882) ،Bucillus subtilis 

(DSM10s) ،Micrococcus luteus (DSM1790) ،Chromobacterium violaceum (DSM30191) ،Pichia anomala 

(DSM6766) ،Mycobacterium smegmatis (ATCC700084)  وMucor himalis (DSM2656)   از گروه كلکسیون سویه

 PCR ییدما سیکل: 2جدول 

 مرحله (min) زمان (C˚) دما

 اولیه واسرشت 5 95

 واسرشت چرخه 34 5/0 94

 پرایمر اتصال 5/0 52

 سازی طویل 2 72

 نهایی سازی طویل 10 72
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( در برانشوایگ آلمان مورد مطالعه قرار گرفت. از محیط كشت مولر هینتون براث HZI( مركز هل  هولتز )MISGمیکروبی )

(MHB)  های شاخش و محیط كشت  برای باكتریMYC  (Cazin et al., 1989)  فاده شد. كدورت برای مخمر و قارچ شاخش است

 MYC 01/0مك فارلند و كدورت قارچ و مخمرهای آزمون در محیط كشت  MHB 05/0های آزمون در محیط كشت باكتری

كرد، ها ایجاد بازدارندگی میهای بیشتر از یك هشت  روی هر كدام از میکروارگانیس كه عصاره در رقتمك فارلند بود. در صورتی

 گرفت.و طیف سنجی جرمی مورد بررسی قرار می HPLCبا 

 شناسایی متابولیت

 Agilentبا دستگاه    HPLCتزریق شد.    HPLCعصارۀ متانولی به صورت اتوماتیك و در حج  پنج مایکرولیتر به دستگاه  

و مجهز به یك آشکارساز  mm 100×1/2و ابعاد  µm 5/3با نرات   X-Bridge(Waters, Milford, USA)مجهز به ستون  1100

(nm 400-200 )DAD،  با سیست  حدلیA  5مولار میلی 05/0شامل بافر آمونیوم استات =pH  وB  شامل استونیتریل و بافر

ثانیه به   30گیری به روش برش زمانی هر  انجام یافت. فركسیون  mL/min  3/0میلی مولار در شدت جریان    05/0وم استات  آمونی

در  MiniVap (Porvair Sciences, UK)ها با دستگاه ای صورت گرفت. فراكسیون خانه 96های پلیت صورت خودكار در چاهك

 مایکرولیتر میکروارگانیس  شاخش حساس به این عصاره تلقیگ شد. 150های پلیت با خشك و چاهك C 40˚جریان نیتروژن 

مجهز به   HPLC ،Agilent 1200استفاده شد كه شامل یك سیست   LC/MSسسس از عصارۀ متانولی برای انجام 

بود.  maXis UHR-TOF (Bruker Daltonics, USA)در اتصال به یك اسسکترومتر جرمی  DAD( nm 600-200آشکارساز )

 µmو با نرات  mm 50×1/2 در ابعاد، ACQUITY UPLC BEH C18 (Waters, Milford, USA)عصاره به وسیلة یك ستون 

 mL/min، شدت جریان  C  40˚به این صورت بود: دمای محفظة ستون    LC/MSآنالیز گردید. شرایط كروماتوگرافی برای انجام    7/1

در  Bدرصد  5درصد فرمیك اسید(، شیب یلظت  1/0)استونیتریل حاوی  B درصد فرمیك اسید(، حدل 1/0) A، حدل 6/0

در حالت مثیت انجام   ESIسازی به روش . یون 5/19تا دقیقه  Bدرصد  95و ثابت در  10در دقیقه  Bدرصد  95تا  5/0دقیقه 

تركییات فعال بر اساس مقایسة نتایج  مورد بررسی قرار گرفت. Bruker Compass Data Analysis 4.2افزار شد و نتایج با نرم

LC/MS طیف ،UV  و زمان بازداری درHPLC با پایگاه داده( هایHZI, Germany )Myxobase .شناسایی شدند 

 و بحث  نتایج 

 118سازی و شناسایی جدایه  جداسازی، خالص

  سازی خالش جداسازی و به روش انتقال مستقی  از فروتینگ بادی  E. coliگذاری با كشت از خاک به روش طعمه 118جدایه 
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ای كشیده با دو انتهای گرد بود و اجسام زایشی های میلهشد. این جدایه میکسوباكتر گرم منفی، هوازی و دارای سلول 

در محدودۀ   118رشد جدایه  (.  2داد )شکلرا نشان می  Myxococcusكرد كه شیاهت آن با جنس  كروی و نارنجی رنگی تولید می

9-6 =pH  7و بهینه =pH  و محدودۀ دمایی ˚C35-20  و بهینه˚C 30 .مشاهده شد 

مقایسه شده است.  3در جدول  Myxococcusگونه جنس  4با  118خصوصیات مورفولوژیك و فیزیولوژیك جدایه 

( نشان داد كه مشخصات 3)جدول  Myxococcusبا گونه های  118جدایه  API ZYMمقایسه نتایج به دست آمده از آزمون 

 منطیق است. M. fulvusجدایه با گونه  بیوشیمیایی

سیلین، باسیتراسین، اسسکتینومایسین، سفالوسسورین، جنتامایسین، پلی مایسین، فوزیدیك مقاومت جدایه به آمسی

كلرامفنیکل به همراه اسید، تری متوپریل و هایگرومایسین و حساسیت آن به اكسی تتراسایکلین، كانامایسین، تیوسترپتون و 

به  دوركین و  رایشنیاخنشان داد كه این جدایه بر اساس كلید شناسایی  118خصوصیات مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی جدایه 

 تعلق دارد. M. fulvusگونة 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 و آنالیز فیلوژنتیک آن  118جدایه   16S rDNAآنالیز توالی  

های شاخش میکسوباكترها در پایگاه اطدعاتی با توالی سویه 118جدایه  16S rDNAبازی  1320مقایسة توالی

EzBioCloud    درصد با سویه  100نشان داد كه این جدایه شیاهتATCC 25199   M. fulvus    (. درخت فیلوژنتیك 3داشت )شکل

را تأیید  M. fulvusگونه  های مختلف میکسوباكترها نیز تعلق این جدایه به رس  شده به روش حداكثر شیاهت در بین گونه 

 كند.می

 

 

 ب 

 كروی، زایشی جسم( ب و گرد دوانتهای با بلند و باریک رویشی هایسلول( الف 118 جدایه: 2شکل

 .است Myxococcus جنس ةمشخص كه منفرد و پایه بدون بزرگ،

 لفا الف
 ب
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 میکسوباكتر  مایع  كشت  

ای و ییرهموژن رشد كرد و حتی با چندین بار انتقال به صورت توده   Myxoviresinدر محیط كشت مایع  118جدایه 

 های باكتریایی استفاده شد. در كشت مایع در طول چند ماه، كشت هموژن ایجاد نشد. از این رو برای ادامة بررسی از توده 

 118فعالیت ضدمیکروبی و تركیبات فعال زیستی جدایه  

ترین فعالیت قوی( Myxoviresin)حاصل از محیط كشت  118نتایج حاصل نشان داد كه عصارۀ متانولی جدایه 

تا رقت یك   M. luteusتا رقت یك شانزده  و گرم مثیت    E. coli TolCهای گرم منفی  عدمیکروبی خود را علیه میکروارگانیس 

گیری و آزمون زیستی علیه این دو میکروارگانیس  انجام یافت. فراكسیون  HPLCدهد. بنابراین عصاره با سی و دوم نشان می

های دقایق شش تا هشت دارای فعالیت زیستی بودند. نشان داد كه فراكسیون   HPLCهای  آزمون فعالیت عدباكتریایی فراكسیون 

شد. پیك ابتدایی   30/15تا    24/15و    91/5الی    67/5منجر به شناسایی دو پیك با فعالیت عدمیکروبی در دقایق    LC/MSبررسی  

 الف(. 4را نشان دادند )شکل m/z 2040/488با  [M+H]+و پیك دوم یون مولکولی  m/z 0511/462با  [M+Na]+یون مولکولی 

 Myxococcus virescens NBRC 100334(T)

 Myxococcus xanthus ATCC 25232(T)

 Corallococcus macrosporus DSM 14697(T)

 Pyxidicoccus fallax DSM 14698(T)

 Myxococcus stipitatus DSM 14675(T)

 118

 Myxococcus fulvus ATCC 25199(T)

 Corallococcus exiguus DSM 14696(T)

 Archangium gephyra DSM 2261(T)

 Cystobacter badius DSM 14723(T)

 Cystobacter gracilis Cb g(T)

 Hyalangium minutum DSM 14724(T)

 Stigmatella hybrida DSM 14722(T)

 Nannocystis exedens DSM 71(T)

 Nannocystis pusilla DSM 14622(T)

 Byssovorax cruenta DSM 14553(T)

 Polyangium fumosum Pl fu5(T)

 Jahnella thaxteri Pl t4(T)

 Sorangium cellulosum DSM 14627(T)

 Hymenobacter kanuolensis T-3(T)

100

61

100

35

99

96

99

59

31

24

63

35

100

43

81

53

81

0.05

 شباهت دهندۀنشان 118 جدایه و میکسوباكتر هایگونه از برخی شاخص هایسویه فیلوژنتیک درخت: 3شکل

 در اعداد. اندشده جدا یکدیگر از خوبی به شکل در میکسوباكترها راستة زیر سه. است M. fulvus گونة با آن

 .هاستگونه توالی در تفاوت میزان دهندۀنشان مقیاس. دهدمی نشان را هاBootstrap هاگره محل
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افزار منجر به شناسایی ها و به وسیلة نرمها با پایگاه دادهاین پیكلکولی مقایسة نتایج به دست آمده از زمان بازداری و وزن مو

ب(4شد )شکل Aها به عنوان آلتیومایسین و میکسوتیازول این پیك

 118فعالیت ضدمیکروبی و تركیبات فعال زیستی جدایه  

ترین فعالیت قوی( Myxoviresin)حاصل از محیط كشت  118نتایج حاصل نشان داد كه عصارۀ متانولی جدایه 

تا رقت یك   M. luteusتا رقت یك شانزده  و گرم مثیت    E. coli TolCهای گرم منفی  عدمیکروبی خود را علیه میکروارگانیس 

گیری و آزمون زیستی علیه این دو میکروارگانیس  انجام یافت. فراكسیون  HPLCدهد. بنابراین عصاره با سی و دوم نشان می

های دقایق شش تا هشت دارای فعالیت زیستی بودند. نشان داد كه فراكسیون   HPLCهای  تریایی فراكسیون آزمون فعالیت عدباك

شد. پیك ابتدایی   30/15تا    24/15و    91/5الی    67/5منجر به شناسایی دو پیك با فعالیت عدمیکروبی در دقایق    LC/MSبررسی  

 الف(. 4را نشان دادند )شکل m/z 2040/488با  [M+H]+و پیك دوم یون مولکولی  m/z 0511/462با  [M+Na]+یون مولکولی 

افزار منجر به شناسایی ها و به وسیلة نرمها با پایگاه دادهمقایسة نتایج به دست آمده از زمان بازداری و وزن مولکولی این پیك

 ب(.4شد )شکل Aها به عنوان آلتیومایسین و میکسوتیازول این پیك
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به همراه  LC/MS دركشت  یمتانول ۀعصار یل. الف( پروفا118 یهفعال جدا یهایتمتابول یی: شناسا4شکل 

 در چپ قرار دارند. یومایسیندر راست وآلت یکسوتیازولم ی( ساختار مولکولب. یزشدهآنال یهایکپ

 لفا

 ب
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از نمونة خاک برداشته شده از منطقة كوهرنگ چهارمحال و بختیاری ایران جداسازی    118در این مطالعه، جدایه میکسوباكتریایی  

 Myxococcus یهاگونه

M. virescens M. xanthus M. stipitatus M. fulvus 118 یهجدا  

 یاتخصوص

 قرمز كنگو + + + + +

 سلولز - - - - -

 اكسیداز - - - - -

 كاتالاز + + + + +

 C 44˚رشد  - - - - -

نفون به درون  - - - - -

 آگار

API ZYM 

 فسفاتاز آلکالین + + + + +

 (C4) استراز + + + + +

 لیساز استراز + + + + +

(C8) 
 (C12) لیساز + + + + +

 آریل لوسین + + + + +

 آمیداز
 آریل والین + + + + +

 آمیداز
 آریل سیستئین + + + + +

 آمیداز
 تریسسین + + + + +

 آلفا - - + + +

 موتریسسینیك
 فسفاتاز اسید + + + + +

 نفتول + + + + +

 فسفوهیدرولاز

 آلفا + + + - -

 گالاكتوزیداز

 گالاكتوزیداز بتا + + - - -

 بتا + + - - -

 گلوكورونیداز

 گلوكوزیداز آلفا + + - - -

 گلوكوزیداز بتا + + - - -

+ - + + + N-بتا  یلاست

 ینیدازگلوكوزآم

 مانوزیداز آلفا - - - - -

 فوكوزیداز آلفا - - - - -

 

 Myxococcus یلوژنتیکیمرتبط ف یهایه و سو 118 یهجدا یزیولوژیکیو ف یکیفولوژر مو یهایژگی و ةیس : مقا3جدول
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الرشد و های سریعشد. به طور كلی جداسازی میکسوباكترها به دلیل كندی رشد مشکل است زیرا احتمال آلودگی با باكتری

بر ها مشکل و زمانهای جداسازی شده نیز به خاطر آلودگیحتی بازیابی كشت خالش سویهشود؛ به طوری كه،  ها بیشتر میقارچ

های رویشی پایة خصوصیات مورفولوژیکی مانند شکل و اندازۀ سلولبر  . تاكسونومی میکسوباكترها  (Shimkets et al., 2006)است  

بررسی این خصوصیات نشان داد كه ( Spröer et al., 1999  (و میکسوسسورها، رنگ و نور اجسام زایشی و خزش باكتری است

. (Rosenberg et al., 2014)شرخ داده شد    1892در سال    Thaxterتعلق دارد كه اولین بار توسط   M. fulvus به گونه  118سویه  

ها را مشکل های مختلف بسیاری از جنس شد كه تمایز بین گونهبندی میکسوباكترها بر اساس مورفولوژی انجام میدر ابتدا رده

های شناسایی برای میکسوباكترها در كنار سایر روش 16S rDNAساخت. اخیراً شناسایی فیلوژنتیکی بر اساس آنالیز توالی می

سازی این را تأیید كرد. جداسازی و خالش  M. fulvusنیز شناسایی این جدایه به عنوان   16S rRNAیابی ژن  توالیشود.  انجام می

كند، نسیت به برخی میکسوباكترها كه گونه به دلیل اجسام زایشی كه خارج از سطگ آگار رشد و میکسوسسور فراوانی تولید می

  .(Zhang et al., 2003)تر است كنند، آساندر داخل آگار رشد كرده و خزش و اجسام زایشی ععیفی تولید می

های دهند كه این به دلیل وجود مکانیس های ثانویه از خود نشان میمیکسوباكترها پتانسیل بالایی برای تولید متابولیت

های ثانویه به منظور ارزیابی توانایی تولید متابولیت .باشد ها میجدید عملکردی و تولید است كه مختش این دسته از باكتری

فرایند كشت، استخراج و آزمون فعالیت عدمیکروبی انجام یافت كه نشان داد كه این جدایه فعالیت عدباكتریایی  118جدایه 

آلتیومایسین و  بیوتیكعصاره منجر به شناسایی آنتی LC/MSو  HPLCهای دارد. بررسی M. luteusو  E. coliبالایی علیه 

میکسوتیازول شد. آلتیومایسین یك بازدارندۀ سنتز پروتئین از دستة پستیدهای حلقوی است كه فرایند ترجمه را در مرحلة 

ها و سسس در میکسوباكترها . این تركیب قیدً در استرپتومایسس(Fujimoto et al., 1970)كند پستیدیل ترانسفر مختل می

های تولید های نادر میکسوباكتریایی است كه به متابولیت. این تركیب یکی از متابولیت(Kunze et al., 1982)گزارش شده است  

الطیف با سمیت سلولی پایین، فعالیت مناسیی را علیه این متابولیت وسیع .ها شیاهت دارد شده توسط دیگر میکروارگانیس 

 دهد.های پروكاریوت نشان میسلول 

هاست كه فعالیت عدباكتریایی با مکانیس  تیازولاز دستة بی  118گر شناسایی شده در جدایه  میکسوتیازول تركیب دی

كند اعمال می تنفسی IIIاما فعالیت عدقارچی خود را از طریق مهار كمسلکس  (،Weissman & Müller, 2010)ناشناخته دارد 

آمده از سایر دستاما این روش در میان تركییات طییعی به . بسیاری از تركییات میکسوباكتریایی این مکانیس  عمل را دارند،.

شود، این تركیب با یلظت بسیار ك  الف( مشاهده می 4گونه كه در شکل ). همان(Degli Esposti, 1998)ها نادر است باكتری

ده است. هر چند كه شود؛ به همین علت، آثار عدقارچی در عصارۀ متانولی مشاهده نشتوسط جدایه مورد مطالعه تولید می

. شناسایی این (Weissman & Müller, 2010)سازی در محیط كشت میزان تولید آن را افزایش داد توان با انجام بهینهمی

 تركییات نشان داد كه فرایند كشت، استخراج و یربالگری فعالیت زیستی به درستی انجام شده است.
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 نتیجه گیری كلی 

تواند اهمیت این منیع جدید و بالقوه را برای دهد كه میهای ابتدایی نشان مینتایج امیدبخشی در آزمون  118جدایه 

های دهد كه جستجو برای جداسازی سویه ها خاطرنشان سازد. همچنین نتایج مطالعه حاعر نشان میبیوتیك تولید این آنتی

ها به گیریتوان با گسترش نمونهبخش است و میی از خاک های ایران نتیجه میکروبمیکسوباكتر تولید كننده تركییات عد 

ها و تركییات جدیدی را داشت كه به عنوان تركیب پیشرو برای توسعه دارو مناطقی با شرایط اكولوژیکی خاو انتظار یافتن گونه

 گیرند.های جدید مورد استفاده قرار می

 سپاسگزاری 

شهر برانشوایگ آلمان به دلیل فراه   Helmholtz Centrum for Infection Research( HZIنویسنده از مؤسسة )

 كند. نمودن تجهیزات و حصول این نتایج تشکر می
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 Abstractظ  

Myxobacteria are soil bacteria that move by gliding and have an astonishing life cycle culminating in 

fruiting body formation. The myxobacterial strain no.118 was isolated from unexplored soil of Koohrang County, 

Chaharmahal-o-Bakhtiari Province and tested for potential antimicrobial activity against various human 

pathogens. On the basis of results, strain 118 significantly inhibited growth of E. coli and M. luteus therefore was 

used for further characterization. Analysis of morphological, biochemical and 16S rRNA gene sequence indicated 

that this strain belongs to the genus Myxococcus. In addition, neighbor-joining phylogenetic tree confirmed the 

relationships of this strain to other members of Myxococcus genera. In order to explore the potential bioactivities, 

extract of the fermented broth culture was prepared with organic solvent extraction method. The methanol extract 

was subjected to HPLC fractionation against sensitive pathogens. LC/MS analysis resulted in the identification of 

Myxothiazol and Althiomycin antibiotics in methanol extract of the strain no. 118. 

Keywords: Myxothiazol and Althiomycin antibiotics, antimicrobial activity, Myxococcus. 
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