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 چکیده
یوتی فتوسنتزی گرم منفی های پروکار ترین گروه آبی یکی از متنوع -های سبز ها یا جلبک سیانوباکتری

های ثانویه با  هستند که در سرتاسر کره زمین پراکنش دارند. آنها تولید کننده انواع گوناگونی از متابولیت

های جدا شده از  های مختلفی از سیانوباکتری در این تحقیق عصاره تاثیرات بیولوژیکی متنوع هستند.

های گرم مثبت و منفی و مخمرها به منظور  اکتریچشمه آب گرم گنو در بندرعباس علیه برخی از ب

ین منظور عصاره متانولی ه اشناسایی فعالیت ضد میکروبی و ضد قارچی مورد بررسی قرار گرفت. ب

 ،Oscillatoria subbrevis ،O. tenuis ،O.  limentica ،O.  limentica سیانوباکتری 7استخراجی از 

 O. angusta ،O. articulate ،Synechocystis aquatilis ،Synechoccous cerdorum  باکتری  2علیه

قارچ مخمری مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج این تحقیق نشان  5گرم مثبت، سه باکتری گرم منفی و 

 ویژهه های گرم مثبت ب علیه باکتری اره متانولی خواص ضد میکروبی قویکه عص دهد می

 Bacillus subtilis  B. pumulis ویژه ه تاثیرات متوسطی علیه باکتریهای گرم منفی بهمچنین  دارد و

Escherichia coli ویژه ه و ضد قارچ بS. cerevisiae .دارند 

 

 : کلمات کلیدی

 سیانوباکتری 

 چشمه آب گرم

 متابولیت

 عصاره

  گنو

 مقدمه

ها منبع غنی  راکنش دارند. این جلبکاجتماعی از یوباکترهای گرم منفی می باشند که در سراسر جهان پآبی  -های سبز جلبک

آبی  -های سبز جلبکهای فعال بیولوژیک به شمار می آیند. مطالعات اخیر وجود ترکیبات فعال زیستی را در  از متابولیت

های آزاد نشان می دهند که بسیاری از آنها دارای فعالیت های ضد سرطان، ضد میکروب، ضد قارچ و دیگر مصارف دارویی  آب

 .(Ghasemi et al., 2003) هستند

های دارویی، ور کشف ترکیبات جدید برای کاربردها به دو منظیبه طور کلی، جداسازی ترکیبات فعال زیستی از سیانوباکتر

کشاورزی و زیستی و دیگری یافتن ارتباطات ارگانیسم های منفرد با اجتماع طبیعی صورت می گیرد که برای هر کدام از این 

تجو برای شناسای ارگانیسم های جدید ادامه یابد. در سال های اخیر استخراج مواد فعال بیولوژیک از اهداف باید جس

های درون سلولی و برون  )میکروالگا( گسترش یافته است. سویه های متعددی از سیانوباکترها برای تولید متابولیت ها ریزجلبک

د جلبکی، ضد باکتری، ضد قارچی و فعالیت های ضد ویروسی دارند های بیولوژیکی متفاوتی مانند خواص ضسلولی که فعالیت

                                                           
 :نویسنده مسئول، پست الکترونیک  mitraarman2003@yahoo.com 
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محیط کشت، دوره انکوباسیون، ترکیب محیط و شدت نور از فاکتورهای مهم و تاثیرگذار در تولید  pHشناخته شده اند. دما و 

  . (Hanan et al., 2010)می باشدعوامل ضد میکروبی توسط این میکروارگانیسم ها 

و بنابراین منبعی از ترکیبات  بودهگونه  20000های فتواتوتروف شناخته شده حداقل  لی تعداد میکروارگانیسمدر یک تخمین ک

ها جداسازی شده و در محیط آزمایشگاه قابل کشت هستند و  ی% از سیانوباکتر20طبیعی متنوع هستند. در صورتی که فقط 

ها و  سیانوباکتریاین امر نشان دهنده اهمیت شناسایی و کشت  ها به مصارف تجاری رسیده اند. گونه از آن 20فقط حدود 

خصوص مصارف پزشکی می باشد. با افزایش تعداد ه ها در زمینه های مختلف صنعتی و ب های استفاده از آن شناخت روش

ها،  ید از آنباکتری ها، قارچ ها و ویروس ها و ایجاد مقاومت به آنتی بیوتیک های تجاری و همچنین ایجاد سویه های جد

های فعال زیستی و از نظر ساختاری تازه و جدید معرفی می شوند.  غنی از متابولیت یسیانوباکتری ها به عنوان منبع

های ثانویه و یا اولیه تولید شده توسط این میکروارگانیسم ها در صنعت داروسازی پتانسیل بسیار بالایی در تولید این  متابولیت

زمایشگاهی قابل اثبات آها شامل ترکیبات ضد باکتری هستند که با تست های  ارند. این متابولیتدفعال زیستی ترکیبات 

 .(Hajimahmoodi et al., 2009)هستند و بسیاری از بیماری های انسانی را درمان می کنند 

 ها شومواد و ر

 جمع آوری نمونه ها

ایستگاه  3تای جریان آب  و در جهت شیب دمایی آب چشمه، در راسهای چشمه آب گرم گنو  به منظور جمع آوری سیانوباکتر

یک بخش به منظور  .جهت نمونه برداری تعیین شد و از توده های جلبکی موجود در چشمه ها، نمونه برداری صورت پذیرفت

استفاده از جداسازی و تهیه کشت خالص در یخچال نگهداری گردید و بخش دیگر از توده نمونه برداری شده جهت شناسایی با 

 درصد افزوده شد. 37میلی لیتر فرمالین خالص  25میلی لیتر نمونه آب،  200ین ترتیب که به هر ه ا% تثبیت شد. ب4فرمالین 
  

 ها شناسایی سیانوباکتری

 Desikachary های شناسایی معتبرده های نمونه برداری شده از کلیدموجود در توآبی  -های سبز جلبکبرای شناسایی 

( و نیز جدیدترین مقالات مورفولوژیک مرتبط به این شاخه از جلبک ها استفاده شد. به منظور 2970) Prescott( و 2929)

شناسایی در قدم نخست صفات کلیدی و تعیین کننده مربوط به هر جنس مشخص شد. در مرحله بعد شناسایی بر مبنای این 

ولوژیک نمونه ها می توان به شکل و رنگ کلنی ها، شکل، رنگ و صفات انجام گرفت. از جمله صفات مهم در شناسایی مورف

های رویشی، هتروسیست ها و اکاینت ها، بافت، رنگ و  اندازه تالس، طول و عرض ترایکم ها، شکل و اندازه و رنگ سلول

 . تزئینات دیواره های سلولی اکاینت، شکل سلول های راسی، وجود یا عدم وجود غلاف موسیلاژی اشاره نمود
 

 ها خالص سازی و کشت انبوه جلبک

هایی نظیر  روش های مختلفی پیشنهاد گردیده است که از جمله آنها می توان به روش ،به منظور جداکردن جلبک ها از یکدیگر

از روش آبی  -های سبز جلبک. در این مطالعه به منظور خالص سازی (Andersen, 2005)رقیق کردن و پلیت آگار اشاره کرد 

ین ترتیب که ابتدا محیط کشت مناسب تهیه گردید و پس از افزودن آگار و انجام عمل ه اهای متناوب استفاده شد. ب کشت

دقیقه(، نمونه های جلبکی بر روی  50پوند به مدت  22درجه سانتیگراد و فشار  252استریل توسط دستگاه اتوکلاو )دمای 

می باشد، که به دو   BG-11تفاده شده در این مطالعه محیط کشتمحیط کشت جامد استریل منتقل شدند. محیط کشت اس

های جامد  درصد آگار استفاده شد.  بعد از رشد کافی جلبک ها در محیط کشت 2/2صورت مایع و محیط کشت جامد، با غلظت 

نتیگراد به درجه سا 52و واکشت های مجدد درون پلیت های جدید، کلنی های خالص حاصل گردید. در این مطالعه دمای 

 25ساعت نور،  25لوکس با تناوب نوری  5200مورد مطالعه تعیین شد. شدت نور آبی  -های سبز جلبکعنوان دمای بهینه رشد 

 .استفاده شد rpm220تنظیم شد. به منظور هوادهی محیط کشت مایع از شیکر با دور  8معادل  pHساعت تاریکی و  
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های  اده گردید. به این ترتیب که کلنینمونه ها در طی سیکل رویشی استف محیط کشت مایع جهت مطالعات مورفولوژیک

خالص مربوط به هر نمونه در شرایط استریل به درون محیط کشت مایع منتقل شدند. نمونه های خالص جلبکی از سطح 

دهانه ارلن ها با منتقل شدند و  8معادل  pHبا  BG-11میلی لیتری حاوی محیط کشت  520محیط کشت جامد به ارلن های 

درجه سانتیگراد،  5 ±52پنبه و فویل آلومینیوم استریل مسدود گردید. ارلن های کشت ریز جلبک ها به قفسه کشت با دمای 

لوکس منتقل شدند. هوادهی نمونه ها با استفاده از پمپ  5200ساعت تاریکی و شدت نوری  25ساعت نور و  25تناوب نوری 

 .هوا صورت گرفت

 آبی -های سبز جلبک ضد میکروبیر بررسی اث

 خالص شدهآبی  -سبزجلبک  7های خالص سازی شده،  از  د باکتریایی توسط جلبکبه منظور بررسی تولید ترکیبات ض
Oscillatoria subbrevis, O. tenuis,  O. limentica, O. angusta ,O. articulate, Synechocystis aquatilis 

 S. cerdorum باکتری گرم منفی و دو گونه قارچی زیر مقدار   3باکتری گرم مثبت، 2لی تهیه شد و در برابر عصاره متانو

  بازدارندگی رشد و کمترین غلظت بازدارندگی عصاره جلبکی محاسبه گردید.

 (IZ) تعیین قطر هاله عدم رشد با استفاده از روش انتشار روی دیسک

انجام از روش انتشار روی دیسک  با استفاده های عدم رشد اندازه گیری هاله میکروبی عصاره ها، برای تعیین اولیه خواص ضد

ها روی  میلی متر( ریخته شده و سپس دیسک 1های کاغذی استریل )قطر  روی دیسک عصاره ها. غلظت های مورد نظر شد

درجه  37انکوباسیون در دمای  ساعت 54های عدم رشد بعد از  قرار داده شدند. قطر هاله ها محیط کشت آگار آلوده به باکتری

با تعیین گیری و نتایج  اندازه Hi Antibiotic Zone Scale کش  خطها به کمک  سانتیگراد تعیین گردید. قطر این هاله

 میانگین سه بار تکرار محاسبه شدند. 

 )حداقل غلظت مهارکنندگی رشد( MIC تعیین

، Microdilution susceptibility assay، از روش عصاره هاها توسط رشد باکتری (MIC) برای تعیین حداقل غلظت بازدارنده

چاهکی به  25ردیف  8چاهکی استفاده شد. این میکروپلیت ها دارای  91استفاده شد. برای این منظور از میکروپلیت های 

ردیف میکروپلیت  گذاشت. در چاهک اول هر MICرا تست  عصارهنمونه  8میکرولیتر هستند که می توان همزمان  520حجم 

. سپس غلظت مورد نظر از ریخته شدمیکرولیتر محیط کشت مولر هینتون براث  200ها  میکرولیتر و در بقیه چاهک 500

میکرولیتر از چاهک اول را برداشته و در چاهک دوم ریخته و بعد از  200های اول هر ردیف درست کرده و  را در چاهک عصاره

میکرولیتر از چاهک دوم برداشته و  200با محیط کشت، توسط سمپلر  عصارهمنظور مخلوط شدن چند بار پر و خالی کردن به 

ها با غلظت  ادامه می دهیم. از محلول استوک تهیه شده از باکتری 22به چاهک سوم می ریزیم. این کار را تا چاهک شماره 

201×2 CFU (Colony Forming Unit) 200  اضافه هر ردیف  22های شماره  به استثنای چاهکمیکرولیتر به تمام میکروپلیت

هر  25های شماره  . چاهکبود عصارهفقط حاوی محیط کشت و  عصارههر ردیف به عنوان شاهد  22های شماره  . چاهکشد

. در مرحله آخر میکروپلیت در بودها  ردیف به عنوان شاهد باکتری جهت تعیین کدورت باکتری حاوی محیط کشت و باکتری

. برای تعیین حداقل غلظت بازدارنده رشد، اولین چاهکی داده شدساعت قرار  54درجه سانتیگراد به مدت  37اتور با دمای انکوب

)میلی گرم بر میلی لیتر(  MICو به عبارت دیگر رشد باکتری در آن مشاهده نمی شود به عنوان عدد  نداشتهکه کدورتی 

 منظور می شود.

 ج ـنتای

رین غلظت بازدارنده تاثیرات ضد خالص شده، با روش انتشار دیسک و کمتآبی  -های سبز جلبکتانولی از بعد از تهیه عصاره م

 (. 2کروبی آنها مطالعه گردید )جدول می
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 آبی چشمه گنو –. فعالیت آنتی میکروبی عصاره متانولی جلبک های سبز  2جدول

SYN.CER SYN.AQU OS.ARTI OS.ANG OS.LIM OS.TEN OS.SUB  

MIC IZ MIC IZ MIC IZ MIC IZ MIC IZ MIC IZ MIC IZ  

72/3 50 72/3 55 72/3 29 2/7 21 72/3 29 72/3 27 72/3 29 B.SUB 

72/3 29 72/3 50 72/3 50 2/7 27 72/3 29 72/3 53 72/3 52 B.PUM 

2/7 24 2/7 21 2/7 22 - 0 22 22 22 20 22 21 E.FAE 

2/7 22 72/3 27 2/7 22 22 25 2/7 24 22 22 2/7 21 S.AU 

72/3 55 72/3 53 72/3 29 2/7 24 72/3 27 72/3 50 72/3 53 S.EP 

72/3 22 2/7 27 22 24 22 20 22 24 22 22 2/7 24 E.coli 

- 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 P.AER 

- 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 K.PNE 

- 0 22 25 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 CAN 

2/7 24 2/7 21 22 25  0 22 20 - 0 2/7 24 SAC 

 

OS.SUB (Oscillatoria subbrevis), OS. TEN (O. tenuis), OS.LIM ( O.  limentica), OS.ANG (O. angusta), OS. 

ARTI (O. articulate), SYN. AQU (Synechocystis aquatilis), SYN. CER (Synechoccous cerdorum).B. SUB 

(Bacillus subtilis), B. PUM (B. pumulis), E.FAE (Enterococcus faecalis), S.AU (Staphylococcus aureus), S.EP 

(S.epidermidis), E. COLI (Escherichia coli), P. AER  (Pseudomonas aeruginosa), K. PNE (Klebsiella 

pneumonia), CAN (Candida albicans) and SAC (Saccharomyces cerevisiae). 

 

دست آمده نشان داد که همه عصاره های سیانوباکتری های تهیه شده اثر بازدارندگی رشد متوسط به بالا در برابر ه نتایج ب

دارند. در صورتی که این سوش های باکتریایی در مقابل   B. subtilis, B. pumullis, S. epidermidis های گرم مثبت یهسو

 دست آمده از روش انجام شده در تست نشان می دهد که باکتری گرم مثبت ه ب آنتی بیوتیک ها مقاوم شده اند. نتایج

S. epidermidis    بیشترین حساسیت را در میان ارگانیسم های تست شده دارد، زیرا عصاره متانولی سیانوباکتری ها بیشترین

ری های گرم مثبت حساسیت بیشتری  به . به طور کلی می توان گفت که باکتدادهاله عدم رشد را در مورد این باکتری نشان 

. این عصاره های تهیه شده با اثر ضد میکروبی، داده اندعصاره سیانوباکتری ها نسبت به باکتری های گرم منفی از خود نشان 

 اغلب در برابر سوش های قارچی مورد مطالعه نیز فعال هستند، اگرچه باید در دوره طولانی تری استفاده گردند. 
 

 بحث 

از نظر تولید ترکیبات فعال با فعالیت های مختلف زیستی بسیار مورد توجه قرار گرفته اند از جمله این  آبی -های سبز لبکج

ایران  آبی -های سبز جلبکموارد تولید ترکیباتی با فعالیت ضد باکتریایی و ضد قارچی توسط این گروه از ارگانیسم ها است. 

ت های ضد میکروبی مورد مطالعه قرار نگرفته اند و مطالعات کمی در این خصوص انجام شده فعالی زمینههنوز به طور کامل در 

های شمالی کشور توسط  شده از مزارع برنج استان نمونه سیانوباکتری جدا 220است. از جمله این مطالعات می توان به بررسی 
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Ghasemi  نمونه از سیانوباکتری های مورد بررسی  52ند که اشاره نمود. این محققان گزارش نمود 5003و همکاران در سال

 ,Fischerella, Stigonemaنمونه دارای فعالیت ضد قارچی می باشند. در این مطالعه  23دارای فعالیت ضد باکتریایی و 

Nostoc   و Hapalosiphon .دارای بیشترین فعالیت ضد میکروبی بودند 

نشان دادند که عصاره  5020و همکاران در سال   Kailashها،  ات ضد میکروبی آناما در مورد سیانوباکتری های ترموفیل و اثر

 هند در مقابل رشد سوش های باکتری و قارچی  متانولی تهیه شده از سیانوباکتری ترموفیل جدا شده از چشمه های گرم

 E. coli, P. aeruginosa, Enterobacter sp.  مطالعه انجام گرفته توسط این محققان تنها مورد مطالعه اثر بازدارندگی دارند. در

در برابر باکتری های گرم منفی دارای بالاترین  Mastigocladus laminosusعصاره متانولی تهیه شده از سیانوباکتری ترموفیل 

ر بازدارندگی مبنی بر اث 5007و همکاران در سال  Soltaniاثر بازدارندگی رشد بود. نتیجه گزارش شده در این کار با مطالعات 

عصاره  5003و همکاران در سال  Ghasemiعصاره متانولی سیانوباکتری ها در مقابل باکتری های گرم مثبت مطابقت ندارد. اما 

 S. aureus, S. epidermidis, Staphylococcusهای گرم مثبتی مانند  ها را بازدارنده رشد باکتری متانولی از سیانوباکتری

haemolyticus  های گرم منفی مانند  نین باکتریو همچ shigella sonnei و  Pseudomona vulgaris  نشان دادند. این در

 تحت تاثیر این عصاره متانولی قرار نمی گرفت.   Escherichia coli حالی بود که باکتری گرم منفی 

باکتری های جداشده از چشمه های آب میکروبی سیانو ضددر بررسی های انجام شده در تحقیق حاضر نیز به منظور تعیین اثر 

گرم در ایران، بازدارندگی رشد عصاره های متانولی تهیه شده از سیانوباکتری های ترموفیل در برابر سویه های باکتریایی و 

قابل در م  Oscillatoria subbrevisقارچی مورد بررسی بسیار قابل توجه بود. بیشترین اثر بازدارندگی رشد را عصاره متانولی 

های مورد  نشان داد. مطالعات اخیر نشان می دهند که از میان محلول  epidermidis Staphylococcusرشد باکتری گرم مثبت 

های ضد میکروبی سیانوباکتری ها، عصاره های متانولی موثرتر از سایر  استخراج ترکیبات فعال با فعالیت استفاده جهت

عی یعنی بدون تغییر در ساختار فعال زیستی سیانوباکتریایی در متانول به صورت طبی ها عمل می کنند. زیرا ترکیبات محلول

تری استخراج می شوند، و می توانند نسبت به سایر عصاره های تهیه شده با حلال های دیگر ها و در نتیجه به شکل موثر آن

دست آمده در ه همه نتایج ب  .(Ghasemi et al., 2003)ها داشته باشند  دگی رشد را در مقابل سیانوباکتریبیشترین اثر بازدارن

که است دست آمده نشانگر این مطلب ه مطالعه حاضر و سایر مطالعاتی که در زمینه بررسی اثر ضد میکروبی سیانوباکتری ها ب

باکتریایی یا  ی و همچنین نوع گونهسیانوباکتری، نوع محلول استخراج ه نوع گونهمیکروبی از سیانوباکتری ها ب ضدفعالیت 

ی مانند یهابررسی های ضد میکروبی، فاکتور . در(Asthana et al., 2006)مورد آزمایش و تست بستگی دارد   Strainهمان

محیط کشت، ترکیبات موجود در محیط کشت، دوره انکوباسیون و شدت نور مورد استفاده می توانند بر  pHدمای انکوباسیون، 

 . (Noaman et al., 2004)ره های تهیه شده تاثیر گذار باشندمیزان فعالیت ضد میکروبی عصا

های ترموفیل بیشترین تاثیر  نشان داد که عصاره های تهیه شده از سیانوباکتری دست آمده از مطالعه حاضره نتایج ب 

 5007ران در سال و همکا Soltaniبازدارندگی رشد را در مقابل باکتری های گرم مثبت نشان می دهند. این نتایج با گزارش 

می باشد. علاوه بر متفاوت  5020و همکاران در سال  kailashدست آمده از  مطالعه ه مطابق بوده و در مقابل با نتیجه ب

 های مورد بررسی در تحقیق حاضر، یک گونه قارچی های سیانوباکتری های گرم مثبت در مقابل عصاره حساسیت باکتری

Saccharomyces cerevisiae   بت به غلظت های بالا از عصاره های برخی گونه های سیانوباکتریایی حساسیت نشان دادند. نس 

 در مقابل ها با توجه به این نکته که سنتز سموم فعال و موثر توسط سیانوباکتری ها یک راهکار و استراتژی دفاعی از سوی آن

یوکاریوت است و همه موجودات یوکاریوت شامل  های جلبکهای دیگری همچون باکتری، قارچ، ویروس و میکرو ارگانیسم

و ماکروفیت ها تحت تاثیر میکروسیستین ها و نودولارین های سیانوباکتریایی حتی تا سطح  جلبکپروتیستا، حیوانات، میکرو

سموم در  ، لذا مطالعه دقیق تر در این زمینه نیاز است تا اطمینان حاصل گردد که این(Codd, 1995)مولکولی قرار می گیرند 

 متابولیسم سایر یوکاریوت ها دخالت و تاثیر منفی و مضری ندارند.
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و آنها را تولید کننده  کردهگرچه مطالعاتی مانند مطالعه حاضر یک دید کلی و عمومی نسبت به سیانوباکتری ها ایجاد  

یانوباکتری های ترموفیل را به د، اما در یک جنبه خاص نیز لزوم بررسی و شناسایی سزیستی معرفی می کنترکیبات فعال 

که با ادامه این گونه مطالعات در آینده بتوان از این منابع غنی ترکیبات فعال  منبع غنی از این مواد نشان می دهدعنوان یک 

 زیستی در بیوتکنولوژی بهره مند گردید.

های مختلف از  گونه ،مطالعههای آب گرم مورد  ترین سیانوباکتری شناسایی شده در چشمه که فراواننجایی آاز  

به همراه دو جنس سیانوباکتری تک سلولی مورد  Oscillatoriaگونه مختلف از جنس  2می باشد،   Oscillatoriaجنس

های ضد میکروبی قرار گرفتند. در نهایت مشاهده شد که همه سیانوباکتری های مورد استفاده در برابر باکتری های گرم  ارزیابی

  ر بین گونه های مختلف دیده نشد. بازدارنده رشد باشند و تفاوت چشمگیری د مثبت می توانند
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