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زایی باکتری آئروموناس هیدروفیلا در آبزیان و های مولکولی بیماریمروری بر مکانیسم

 بیوتیک تتراسایکلین در مقابله با آنچگونگی عملکرد آنتی

 کبرزادهآرش ا، سمیه پاک روان

 ، بندرعباسدانشکده علوم و فنون دریایی، دانشگاه هرمزگانگروه شیلات، 

 مقاله: نوع

 مروری

 چکیده

یکی از معمول ترین باکتری های بیماریزا در آبزیان است  Aeromonas hydrophilaآئروموناس هیدروفیلا 

به دلیل ترشح نوعی  و شیوع آن باعث کاهش محصولات آبزی پروری می شود. بیماری آئروموناسی

توسط باکتری آئروموناس هیدروفیلا می باشد. این پروتئین سمی از طریق  پروتئین سمی به نام ارولیزین

ایجاد کانال در غشای سلول های هدف، فعالیت های طبیعی آنها را مختل می کند و موجب تخریب و 

ن ارولیزین در باکتری آئروموناس شود. پروتئین سمی ارولیزین در اثر بیان ژها میمرگ این سلول

است و یک مارکر مولکولی مهم و پایدار برای شناسایی  bp 1482شود. ژن ارولیزین هیدروفیلا ایجاد می

استفاده  PCRباشد. برای بررسی این مارکر مولکولی از تکنیک امکان آلودگی با آئروموناس هیدروفیلا می

وموناسی از آنتی بیوتیک های مختلفی استفاده می شود که می شود. برای کنترل و درمان بیماری آئر

مهمترین آنها تتراسایکلین است. مکانیسم عملکرد ضد باکتریایی این آنتی بیوتیک از طریق ایجاد اختلال 

باشد، بنابراین با توقف در ترجمه ژن ارولیزین و در نتیجه ممانعت از سنتز پروتئین در ریبوزوم باکتری می

ین ها در آئروموناس هیدروفیلا، این باکتری ها محکوم به مرگ می شوند. آگاهی از نحوه ساخت پروتئ

تواند نقش مهمی در یافتن مواد جایگزین مناسب برای این ها میبیوتیکعملکرد ضد میکروبی آنتی

 داروهای سنتتیک ایفا کند.

 مقاله: تاریخچه

 05/03/94دریافت: 

 04/12/94اصلاح: 

 14/12/94پذیرش: 

 : کلمات کلیدی

  ارولیزین

 تتراسایکلین

 ضد باکتریایی
Aeromonas 

hydrophila 
  

 هـمقدم

های تولید کارآمدتر محسوس شده است.  پروری، نیاز به سیستم آبزی با افزایش تقاضا برای غذاهای تولید شده از طریق

ها و کاربرد  های تشخیص و درمان بیماری ل روشای از طریق بهبود فرایندهای پرورش، بهبود تغذیه، تسهی اصلاحات عمده

مطالعات مولکولی و ژنتیکی در آبزیان در  .(Dunham, 2004)پروری حاصل شده است  ژنتیک در مورد صفات تولیدی در آبزی

اثیرگذار های مهم و تمطالعات، بررسی ژن راستای رسیدن به این هدف است و کاربردهای فراوانی در آبزیان دارد. از جمله این

1هایی از قبیلدر بهبود تغذیه، رشد، تولید مثل، سیستم ایمنی و ... در ماهیان است. به عنوان مثال عملکرد ژن
GH ،IGF-1

2، 
3

Ghrl،4
VEGF ،GULO

HIFs و 5
گذار در رشد، تغذیه، سیستم ایمنی و مقاومت به استرس های محیطی دارند قش تأثیرکه ن 6

                                                           
 :نویسنده مسئول، پست الکترونیک  pacravan@yahoo.com 

1 Growth hormone 
2 Insulin-like growth factor-I 
3 Ghrelin 
4 Vascular endothelial growth factor 
5 L-Gulono-gamma-lactone oxidase 
6 Hypoxia inducible factors 
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 ,.Akbarzadeh et alاست ) ط نویسندگان این مقاله مروری مورد بررسی و تحقیق قرار گرفتهدر گونه های مختلف ماهیان توس

2011, 2013; Rytkonen et al., 2013; Kolangi Miandare et al., 2013 ). های آبزیان مطالعات مولکولی در زمینه بیماری

ها و افزایش سطح بهداشتی در مزارع پرورشی شده است مارینیز مورد توجه قرار گرفته و کاربرد آنها باعث بهبود کنترل این بی

(Winton and  Einer-Jensen, 2002; Astrofsky et al., 2000; Joseph and Carnahan, 1994; Alonso et al., 1999; 

Altinok et al., 2000; Grizzle et al., 2003 .) 

زا، میزبان و محیط است. بنابراین شناخت ماهیت و  یان نتیجه واکنش بین عامل بیماریو توسعه بیماری در ماه حضور

. (Toranzo et al., 2005شد )مکانیسم عملکرد هر کدام از عوامل می تواند در پیشگیری و کنترل بروز بیماری ها نقش داشته با

تغذیه ای، ژنتیکی( و بیماری های عفونی می باشند. بیماریهای  بیماری های ماهیان شامل بیماری های غیرعفونی )محیطی،

جایگاه ویژه ای بوده و با احتساب خسارت ماهیان تلف شده، هزینه درمان و کاهش میزان  عفونی به علت مسری بودن دارای

امروزه برای  ه بعد از بیماری بهبود می یابند، باعث افزایش هزینه تولید و کاهش سود آبزی پروری می گردند.رشد ماهیانی ک

با موفقیت جهت پایش حضور پاتوژن ها در   PCRو آزمایشات DNAپیشگیری و کنترل به موقع بیماری ها، کاوش از طریق 

 . (Hadi et al., 2012; Rashidi Monfared et al., 2013)های ماهی گسترش یافته است محیط، بافتهای بدن و تخم

د. بیماریهای ها از جمله عوامل بیماریزا هستند که به طور معنی داری باعث کاهش محصولات آبزی پروری می شونباکتری

اده ای جهت بدن ماهی دارای ظرفیت فوق العها کنترل نمود. ی را می توان با استفاده از درمان دارویی و واکسنیباکتریا

برخورد موثر با هجوم باکتریایی است. بیشتر عفونت ها بدون علائم یا نشانه های قابل مشاهده ایجاد می شوند و از بین 

روند. بنابراین بیشتر عفونت ها نیاز به درمان دارویی ندارند. اما بعضی از عفونت ها نیاز به درمان دارد. هدف از درمان  می

رات سمی انتخابی یک دارو برای کمک به بیمار است که به سرعت و به طور فعال عفونت باکتریایی را دارویی استفاده از اث

آنتی بیوتیک ها داروهای اصلی مورد استفاده در درمان دارویی  بدون اثرات نامناسب در میزبان کنترل نماید. در حال حاضر

 (.Blanco et al., 2000)ضد باکتریایی هستند 

( و برای درمان آن از آنتی Cipriano et al., 2001پروری است )های شایع در آبزیروفیلا یکی از بیماریآئروموناس هید

بیوتیک های مختلفی استفاده می شود که تتراسایکلین یکی از مهمترین آنها می باشد. در این مقاله سعی بر این است که 

وموناس هیدروفیلا بیان شود تا با درک درست این مکانیسم ها به مکانیسم های مولکولی عمل این آنتی بیوتیک در برابر آئر

 دنبال راه کارهایی برای استفاده از مواد جایگزین طبیعی برای آنتی بیوتیک های سنتتیک باشیم. 

 آئروموناس هیدروفیلا

تاژک قطبی حرکت  آئروموناس هیدروفیلا یک باکتری هتروتروف، گرم منفی، میله ای شکل و متحرک است که به وسیله یک

می کند و به طور عمده در مناطقی با آب و هوای گرم یافت می شود. این باکتری در آب های شیرین و لب شور و همچنین 

(. این باکتری وقتی وارد بدن Adanir and Turutoglu, 2007هوازی قادر به زندگی می باشد )و غیردر محیط های هوازی 

می کند که می تواند به بافت آسیب  1های بدن می شود و تولید سم ارولیزینون وارد اندامقربانی می شود از طریق گردش خ

(. آئروموناس هیدروفیلا یک باکتری فرصت طلب است و اغلب طی تغییرات محیطی، استرس ها، Hazen et al., 1978برساند )

ویروس یا باکتری دیگری آلوده شده باشد اتفاق  تغییرات دمایی، آلودگی های محیطی و همچنین هنگامی که میزبان از قبل با

 Adanir and) می افتد. این باکتری در ماهیان سبب ایجاد زخم، پوسیدگی دم و باله ها و سپتی سمی هموراژیک می شود

Turutoglu, 2007; Pakravan et al., 2011 .) 

 ارولیزین

( و 1باکتری آئروموناس هیدروفیلا تولید می شود )شکل در زیست شناسی مولکولی ارولیزین یکی از سمومی است که توسط 

به فضای خارج سلولی انتقال یافته و به سلول های یوکاریوتیک متصل می شود و ایجاد  2با استفاده از سیستم ترشحی نوع 

                                                           
1 Aerolysin 
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ا می شود نانومتر در غشای آنها می کند و در نتیجه باعث تخریب خاصیت تراوایی و اسمزی غش 3منافذی به قطر تقریبی 

(Parker et al., 1994; Howard et al., 1987 .) 

                                                          
های ترشحی در باکتری های گرم منفی به شش دسته تقسیم می شوند و هر کدام وظایفی را بر عهده دارند. سیستم سیستم

(. این سیستم دارای دو 2باکتریایی تولید شده به فضای خارج سلولی است )شکل مسئول انتقال پروتئین های  2ترشحی نوع 

هستند با  2خوردهیا تا 1نخوردهمرحله فرایند ترشحی است. در مرحله اول، پروتئین هایی که از نظر ساختاری به صورت تا

خود، از غشای داخلی به فضای پری پلاسم  در انتهای ساختار 4یا پپتید راهنما 3های خاصی به نام توالی راهنماداشتن توالی

5)به ترتیب با استفاده از مسیر 
Sec   6یا Tat انتقال می یابند. شکسته شدن پپتیدهای راهنما در پری پلاسم به وسیله آنزیم )

فاده از انجام می گیرد. سپس در مرحله دوم، پروتئین هایی که از لحاظ خصوصیات ساختاری مناسب شده اند با است 7پپتیداز

 (.Korotkov et al., 2012از غشای خارجی باکتری به سمت فضای خارج سلولی انتقال می یابند ) 8مسیر ترشحی عمومی

ترشح می شود  9کیلو دالتون است و به صورت یک پیش ماده محلول به نام پروارولیزین 52ارولیزین یک پروتئین سمی با وزن 

 باکتری به فضای خارج سلولی 2فعال است. این مولکول از طریق سیستم ترشحی نوع و در این حالت از لحاظ بیولوژیکی غیر

 

 
 (Korotkov et al., 2012) در باکتری ها 2سیستم ترشحی نوع  .2شکل 

                                                           
1 unfold  
2 fold  
3 signal sequence 
4 signal peptide 
5 Sec translocon 
6 twin-arginine translocation 
7 signal peptidase 
8 general secretary pathway 
9 proaerolysin 

 اختار سه بعدی ارولیزینس .1شکل
(Knapp et al., 2010.) 
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است و  1 1(. قسمت اول با انتهای آمینی که شامل دومین3ترشح می شود. ساختار پروارولیزین شامل دو قسمت است )شکل 

( تقسیم می شود و پایداری کمتری دارد 4و  3و  2انتهای کربوکسیل که بزرگتر است و به سه دومین ) قسمت دیگر با

(Abrami et al., 2000.) 

 
 

 باند شدن به رسپتور و فعال سازی

رند و پروارولیزین هنگامی که از باکتری آزاد می شود به رسپتورهایی با میل ترکیبی بالا که در روی سلول های هدف قرار دا

(. زمانی که پروارولیزین به رسپتور باند 4شناخته شده اند، باند می شوند )شکل  (GPI) 2تحت عنوان پروتئین های لنگر

 .5و فورین 4کیموتریپسین-، آلفا3شود توسط آنزیم های خاص تبدیل به ارولیزین می شود. این پروتئازها عبارتند از تریپسین می

وتئین های لنگر متصل می شود و سپس توسط فورین به ارولیزین تبدیل می شود. این مونومرهای پروارولیزین به پر

ضلعی را تشکیل می دهند. کانال ارولیزین غشای سلول را به طور انتخابی به یون های کوچک  7های بالغ حلقه های  توکسین

. 2داخل شبکه آندوپلاسمی آزاد می شود،  . کلسیم از1نفوذ پذیر می کند و به دنبال آن در داخل سلول اتفاقاتی می افتد: 

 ,.Abrami et alسلولی اتفاق می افتد ) مرگTcell . در بعضی از سلول ها از قبیل 3شبکه آندوپلاسمی واکوئوله می شود، 

2000.) 

 

 

 تشکیل کانال توسط ارولیزین و اثرات داخل سلولی آن. (b)(. lipid raftشکل شماتیک لیپید رفت ) (a) .4شکل 

                                                           
1 domain 
2 glycosyl-phosphatidyl-inositol 
3 trypsin 
4 α-chymotrypsin  
5 furin 

 Abrami et) ساختار پروارولیزین .3شکل 

al., 2000) 
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وقتی ارولیزین با میل ترکیبی بالا به رسپتورهایش می چسبد، این سم در سطح سلول تغلیظ می شود. باند شدن به مولکول 

نسبت به رسپتورهای انتقال دهنده غشایی، نه تنها باعث انتشار سریع تر پروارولیزین از ناحیه  GPIهای لنگر 

زین شده است می شود، بلکه اجازه می دهد که ارولیزین به طور گلیسروفسفولیپیدی غشای پلاسما که فورین در آن جایگ

غنی از کلسترول )مناطق کوچک غنی از کلسترول( که در غشای پلاسمایی وجود دارند و به  1موقت با میکرو دومین های

مزمان اجازه نامیده می شوند، ترکیب شوند. این ترکیب شدن منجر به افزایش غلظت سم می شود که ه 2اصطلاح، لیپید رفت

سم حتی در غلظت های خیلی پایین در سطح غشای سلول میزبان اتفاق افتد. بنابراین ارولیزین های  3می دهد الیگومر شدن

پایداری تشکیل می دهند که به شکل کانال هایی هستند. هپتامر ارولیزین به طور خود بخودی  4بالغ کمپلکس های هپتامری

 (.Abrami et al., 2000; Knapp et al., 2010وارد دو لایه چربی می شود ) از طریق قسمت های آب گریز خود

 پیامدهای ایجاد کانال

تهدید مهمی برای سلول هاست و می تواند دامنه ای از اتفاقات را تحریک کند که بستگی  ،تشکیل منافذ در غشا توسط سموم

(.  با ایجاد 4این توکسین ها با سلول میزبان دارد )شکل  به نوع سلول هدف، نوع توکسین، غلظت توکسین و زمان مواجه شدن

کانال ها در غشا، یک سلول به راحتی یون ها، آب و مولکول های کوچک )از قبیل قندها، اسیدهای آمینه و اسیدهای 

نفوذ کلسیم پتاسیم شکسته می شود، -نوکلئیک( غیر از پروتئین را از دست می دهد. در این حالت علاوه بر اینکه شیب سدیم

باشد و سلول را از وضعیت ایجاد شده  5نیز در سلول ها قابل مشاهده است که به نظر می رسد واسطه علامت دهی به سلول

ها )نوعی لنفوسیت( تشکیل  Tcellآگاه کند. از دست رفتن یون پتاسیم اثرات مخرب بر فعالیت طبیعی سلول ها دارد. در 

و در نتیجه تحریک مرگ سلولی می شود که احتمالاً نتیجه نفوذ توده ای  DNAطعه شدن کانال توسط ارولیزین باعث قطعه ق

کلسیم است. توانایی آنها برای از بین بردن ناگهانی اریتروسیت ها از طریق کاهش اسمزی است. تاثیر دیگر عبارت است از 

های  شبکه آندوپلاسمی از چین خوردگی های اپیتلیال قابل مشاهده است.واکوئوله شدن شبکه آندوپلاسمی که در سلول

ها را  ها و سایر کربوهیدارت است. شبکه آندوپلاسمی وظیفه دارد تا پروتئین فراوانی تشکیل شده که یک غشا آنها را در برگرفته 

و هر جای دیگری که لازم باشد، منتقل کند. واکوئوله شدن منجر به جلوگیری از  لیزوزوم، غشاء سلولی، دستگاه گلژیبه 

 انتقال پروتئین های تازه سنتز شده به خارج از شبکه آندوپلاسمی می شود.

به دنبال  همانطور که بحث شد ارولیزین اثراتی دارد که وابسته به نوع سلول است. این اثرات ممکن است توسط ایجاد سوراخ و

سلول ها برای چندین ساعت زنده می مانند و  ،آن دپلاریزه شدن، نفوذ کلسیم یا هر دوی اینها ایجاد شود. در حضور ارولیزین

 (. Abrami et al., 2000; Knapp et al., 2010این مدت بستگی به غلظت سم دارد )

 ژن ارولیزین در باکتری آئروموناس هیدروفیلا

است. ژن ارولیزین یک  bp 1482کتری آئروموناس هیدروفیلا توسط ژن ارولیزین کد می شود و این ژن سم ارولیزین در با

. برای بررسی این مارکر مولکولی از می باشدمارکر مولکولی مهم و پایدار برای شناسایی امکان آلودگی با آئروموناس هیدروفیلا 

اختصاصی و سریع برای کشف وجود باکتری ها است. تکنیک های ابزار مولکولی حساس،  PCRاستفاده می شود.  PCRتکنیک 

برای تشخیص زودهنگام و کنترل انتشار سم آئروموناس هیدروفیلا در مناطق جدید مفید است و مدیریت  PCRوابسته به 

 (.Singh et al., 2008; Yousr et al., 2007بهداشتی ماهیان را ارتقا می دهد )

 هاآنجداسازی باکتری ها و ژنوم 

کشت داده  ،در آزمایشگاه در داخل محیط کشت باکتری شده،باکتری آئروموناس هیدروفیلا از بافت های ماهیان بیمار جدا 

 (.Singh et al., 2008; Yousr et al., 2007می شود. سپس ژنوم باکتری جداسازی می شود )

                                                           
1 Micro domain 
2 Lipid raft 
3 Oligomerization  
4 Heptamerization 
5 Cell signaling 
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 استراتژی طراحی پرایمرهای اختصاصی برای تکثیر ژن ارولیزین

جمع آوری می شود. این توالی های نوکلئوتیدی با  NCBIهای ژن ارولیزین باکتری آئروموناس هیدروفیلا از سایت  توالی

انتخاب می شود. پرایمرها با نرم افزار  1مرتب می شود و چارچوب خواندن ژن ارولیزین ClustalXاستفاده از نرم افزاری مثل 

برای طراحی پرایمر از مناطقی از ژن استفاده می شود که بیشترین  طراحی شده و برای ساخت سفارش داده می شوند.

 (.Singh et al., 2008; Yousr et al., 2007محافظت را در اکثر ژن های ارولیزین داشته باشد )

PCR 
ی ، بر روPCRمی شود و سپس برای بررسی و تائید محصول  PCRژنوم باکتری با پرایمرهای طراحی شده و سایر مواد لازم 

 Singh et(. در صورت مشاهده باند در ژل، حضور ژن ارولیزین اثبات می شود )5ژل آگاروز الکتروفورز انجام می گیرد )شکل 

al., 2008; Yousr et al., 2007.) 

 
 

 توالی یابی ژن ارولیزین

آنالیز می شود. نتایج  BLASTنامه دست آمده با بره بعد از الکتروفورز، توالی یابی ژن ارولیزین انجام می شود و سپس توالی ب

نشان دهنده میزان شباهت توالی ژن ارولیزین در باکتری آئروموناس هیدروفیلا با توالی های دیگر مستند شده در بانک ژنی 

 (.Singh et al., 2008; Yousr et al., 2007مربوط به ژن ارولیزین می باشد )

 درمان

درصد هیپوکلریت کلسیم حذف  2درصد هیپوکلریت سدیم و محلول  1تفاده از محلول آئروموناس هیدروفیلا را می توان با اس

نمود. همچنین می توان از آنتی بیوتیک هایی نظیر تتراسایکلین، کلرامفنیکول، سولفونامید و ... برای حذف و کنترل این 

(. آنتی بیوتیک ها از مکانیسم های خاصی برای مقابله با باکتری ها استفاده http://en.wikipedia.orgباکتری استفاده نمود )

می کنند. در این مقاله مکانیسم عملکرد تتراسایکلین که از آنتی بیوتیک های معمول مورد استفاده برای درمان بیماری 

 آئروموناسی است، شرح داده می شود.

 ها تتراسایکلین

دست می آیند. اکتینومیست ها ه ینومیست های خاک یا از مشتقات نیمه مصنوعی آنها بتولیدات طبیعی هستند که از اکت

ارگانیسم های گرم مثبتی هستند که به صورت رشته های نازکی رشد می کنند. در واقع مدت های مدیدی تصور بر این بود 

یوکاریوت ها هستند در حالی که  که اینها جزو قارچ ها هستند و به آنها اکتینومیست گفته می شد اما قارچ ها جزو

اکتینوباکتری ها جزو این گروه نیستند. اکتینوباکتری ها در خاک زندگی میکروبی دارند و نقش مهمی را در پوسیدگی مواد 

آلی مرده ایفا می کنند. بسیاری از آنها به عنوان منبع با ارزش آنتی بیوتیک هایی از قبیل استرپتومایسین، اریترومایسین و 

 تراسایکلین هستند.ت

                                                           
1 Open reading frame   

ردیابی ژن ارولیزین در باکتری  .5شکل 

آئروموناس هیدروفیلا در روی ژل آگاروز 

(Yousr et al., 2007.) 
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 ساختار شیمیایی تتراسایکلین

IUPACحلقه در ساختارش )تترا(، به این نام معروف شده است ) 4تتراسایکلین ساختار حلقوی دارد و به دلیل داشتن 
1
, 

1997). 

 

 

 مکانیسم عملکرد تتراسایکلین

ع انتقال اسیدهای آمینه فعال به ریبوزوم می شوند، ریبوزوم باکتری ها باند می شوند و مان 30Sتتراسایکلین ها به زیر واحد 

بنابراین سنتز پروتئین متوقف می شود. ریبوزوم کمپلکس مولکولی بزرگی است که در همه سلول های زنده وجود دارد و 

احد است و براساس این و 2(. واحد سنجش ریبوزوم واحد اسودبرگ7نخستین جایگاه سنتز بیولوژیکی پروتئین ها است )شکل 

تقسیم می شود. هر زیر واحد از یک یا تعداد  30S و  50Sزیر واحد  2است که به  70Sسنجش، ریبوزوم پروکاریوت ها 

باند می شود و از آن  mRNAو یک نوع پروتئین تشکیل شده است. زیر واحد کوچکتر به یک زنجیره  rRNAبیشتری مولکول 

اسیدهای آمینه را در یک پروتئین خاص تعیین کند. اسیدهای آمینه در زیر به عنوان الگو استفاده می کند تا توالی دقیق 

واحد بزرگتر ریبوزوم به همدیگر متصل می شوند. پس از اینکه پروتئین تولید شد فولد می شود و ساختار سه بعدی آن شکل 

 (.Benne and Sloof, 1987می گیرد )

 

 
 

 tRNA)برای  Pهمراه با اسیدآمینه(، جایگاه  tRNA)برای  Aرتند از: جایگاه دارد که عبا RNAریبوزوم سه جایگاه اتصال به 

(. Czernilofsky, 1976آزاد قبل از خروج از ریبوزوم( ) tRNA)برای  Eباند شده به زنجیره پپتیدی در حال ساخت( و جایگاه 

(. در طول ساخته شدن 8است )شکل  Aدر جایگاه  30Sعملکرد ضد باکتریایی تتراسایکلین ها با باند شدن به زیر واحد 

با  Aریبوزوم می کند. هنگامی که جایگاه  Aجدید همراه با اسید آمینه مبادرت به باند شدن به جایگاه  tRNAپروتئین ها، 

در جایگاه  tRNAدیگر نمی تواند به آن باند شود. بنابراین بدون الصاق مداوم   aminoacyl-tRNAتتراسایکلین اشغال می شود،

A( با  ، سنتز پروتئین نمی تواند اتفاق افتد. به این ترتیب تتراسایکلین ها )تتراسایکلین، داکسی سایکلین، مینوسایکلین و...

 (.http://pharmaxchange.infoممانعت از بیوسنتز پروتئین باعث مرگ سلول های باکتریایی می شوند )

                                                           
1 International Union of Pure and Applied Chemistry 
2 Svedberg 

ساختار شیمیایی تتراسایکلین  .6شکل 

(http://buyingantibioticsonline.us.) 

 

ساختار شماتیک ریبوزوم و عملکرد . 7شکل 

 (.http://en.wikipedia.orgآن در سلول )
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