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 98تاریخ پذیرش: خرداد  97 دیتاریخ دریافت: 

 چکیده
های زیادی در راستای کنون تلاشي است و تاجهان یپروریآبز در هابیماری ینتراز مخرب استرپتوکوکوزیس یکي

-ECمیکروبي مصنوعي هپسیدین )پپتید ضدتوانایي پليپژوهش در این  مهار این باکتری صورت پذیرفته است.

hepcidin1باکتری ( در مهار Streptococcus iniae  عامل بیماری استرپتوکوکوزیس در آبزیان( در کشت سلولي (

یون ژورد ارزیابي قرار گرفت. ابتدا با دیسسک دیفو( مOncorhynchus mykiss) کمان آلای رنگیناولیه ماهي قزل

پپتید مورد بررسي قرار گرفت. حداقل غلظت ممانعت از رشد و حداقل غلظت کشندگي  اثرات ضدباکتریایي این پلي

EC-hepcidin1  در برابرS. iniae و محدوده سمیت  تولید گیری شد. سپس کشت سلولي اولیه از باله ماهياندازه

 و در شرایط آزمایشگاهيشد های سلولي اولیه ماهي با باکتری آلوده د. کشتشها مشخص برای سلول پپتیداین پلي

به دست سلولي، مورد سنجش قرار گرفت. نتایج  ها درکشتماني سلول و میزان زنده پپتیدفعالیت ضدباکتریایي پلي

و کمتر از  77از این مطالعه، حداقل غلظت ممانعت از رشد و حداقل غلظت کشندگي پپتید به ترتیب بیش از آمده 

تا  57ساعت و در محدوده  88پپتید هپسیدین پس از به شد. میزان سمیت پليلیتر محاسمیکروگرم در میلي 071

ها سلولماني  زندهماني داشتند. میزان  زنده درصد 81تا  01ها میکروگرم در لیتر سمیت کمي را نشان داد و سلول 811

از تلقیح بود که بعد  درصد 77  کمان رنگین یآلا های ماهي قزلدر سلول MOI:01باکتری با تراکم  تلقیحبعد از 

 درصد 91ها به سلولماني  زندهپپتید، میزان لیتر پليمیکروگرم در میلي 071همراه  به MOI:01باکتری با تراکم 

شرایط  در S. iniaeعلیه  ضدباکتریایي مناسبي اثرات EC-hepcidin1 پپتید پلي ع،در مجمو افزایش یافت.

های آلوده سلولماني  زندههای ماهي، قادر است میزان در سلول دلیل سمیت کمبه و در عین حال  داشتآزمایشگاهي 

 داد.شده با این باکتری را افزایش 

، EC-hepcidin1، ضدباکتریایيپپتید، کمان، پلي آلای رنگینسلول اولیه ماهي قزل کلیدی: واژگان
iniae Streptococcus. 
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 مقدمه

ای در فعالیت  عمدههای عفوني مانع بیماری

پروری است و اغلب موجب خسارات قابل آبزی

ماهیان تحت تاثیر  .شودتوجه اقتصادی مي

های های عفوني با منشابسیاری از بیماری

گیرند. شیوع هر یک از این مختلف قرار مي

محیطي و  ها تاثیرات شدید زیستبیمار

. در (Parker, 2001همراه دارد ) اقتصادی به

پروری در حاضر با توجه به رشد آبزیحال 

بع آن، گسترش انواع تجهان و به سراسر 

ها، اقدامات پیشگیرانه نقش مهمي را در بیماری

کند. مدیریت بهداشت و بیماری آبزیان ایفا مي

مطالعات زیادی در مورد های گذشته ههدر د

های باکتریایي و انگلي ماهي جهت بیماری

صورت پذیرفته است ها، مدیریت این بیماری

(Falco et al., 2009پپتید .) های ضدمیکروبي

(AMPs)0  به عنوان بخش مهمي از سیستم

دران از جمله مهرگان و مهره ایمني ذاتي در بي

 ,.Mulero et alماهي شناخته شده است )

های پپتید(. تعداد زیادی از پلي2008

های ضدمیکروبي به وفور در بسیاری از بافت

اهمیت  هشود که نشان دهندیافت ميماهي 

 ,.Noga et alها در ایمني ماهیان است ) آن

 05-81کوچک ) ،هاپپتید(. این پلي2010

                                                           
1- Antimicrobial Polypeptides 

 7تا  0مینه( با وزن مولکولي کم )از آاسید 

کیلودالتون( و عمدتا کاتیوني هستند 

(Brogden et al., 2003) ای و طیف گسترده

بر انواع ضدمیکروبي را در برا های از فعالیت

ها و ها، باکتریمانند قارچزا عوامل بیماری

ند این هست دهند و قادرها نشان ميویروس

زا را به سرعت و در عرض چند عوامل بیماری

 ,Klotman and Chang) کننددقیقه مهار 

2006 .) 

ی عمدتا غشا ضدمیکروبي پپتیدهایپلي

 Hancock) دهندها را هدف قرار ميباکتری

and Sahl, 2006و  سلوليی غشا به نفوذ ( و با

منفذ در آن موجب دپلاریزاسیون غشا،  ایجاد

نشت سیتوپلاسمي و کشندگي زیستي 

 آمینه، هایاسید توالي مانند عواملي ،شوند مي

 موجب هاآن شکل و بار قطبي بودن، چند

 ایدولایهی غشا به پپتیدهاکه این پلي شود مي

 غشا وارد و چسبیده هاباکتری ویژه به هاسلول

 توانند پسمي ضدمیکروبي پپتیدهایشوند. پلي

 و هامهار آنزیم ضمن سیتوپلاسم به ورود از

 تولیدسلولي به  های درونواکنش

 و موجب کنندها آسیب وارد  ماکرومولکول

 Hancock and) شوندها باکتری تخریب
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Sahl, 2006; Mulero et al., 2008; Smith 

et al., 2010.) 

پپتید غني از سیستئین هپسیدین یک پلي

اسید آمینه در طول خود  57الي  51است که 

تجزیه و تحلیل توالي هیپسیدین یافت . دارد

دهد که این شده در ماهیان نشان مي

د که نهای متعددی دارپپتیدها ایزوفورم پلي

اسید آمینه سیستئین در توالي  8و  0، 8حاوی 

های ایجاد پیوندخود هستند که موجب 

 (. Wang et al., 2009شود )سولفیدی مي دی

های پرورشي ماهي ترین گونه یکي از مهم

کمان  آلای رنگین در ایران قزل

(Oncorhynchus mykiss( است )Kalbassi 

et al., 2012.) استرپتوکوکوزیس بیماری 

ترین  جزء مهم Streptococcus iniae از ناشي

آلای پرورش قزل های باکتریایي بیماری

کمان در ایران است )اخلاقي و  رنگین

؛ 0389پورغلام و همکاران،  ؛0380، یکشاورز

Soltani et al., 2005بیش (. این بیماری در 

و  پرورشي ماهیان از اعم ماهي گونه 81 از

 ماهیان نیز و شیرین و شور آب ماهیان وحشي،

 ,.Roach et alاست ) شده زینتي گزارش

2006 .) 

برای درمان استرپتوکوکوزیس از 

دلیل به شود. اما بیوتیک استفاده مي آنتي

ها با بیوتیک مقاومت دارویي، کاربرد آنتي

 ,.Lau et alده است )شهایي مواجه محدودیت

های شدید (. در عین حال مقاومت2003

ها نیز در آبزیان بیوتیکدارویي نسبت به آنتي

 ,Pandey and Mishra)گزارش شده است 

2009). 

مطالعه  برایسلولي ابزاری مناسب  کشت

و به  شده های سلولي در شرایط کنترلپدیده

تني  ها و متغییرهای درونگيدور از پیچید

و به عنوان مدل  (Leong et al., 1997)است 

های مطالعاتي مورد زیستي در بسیاری از زمینه

در  .(Masters, 2002) گیردقرار مياستفاده 

های اولیه ، سلولهای سلوليردهمقایسه با 

هستند. های طبیعي سلول شکل ظاهریدارای 

 ،شوند ميجدا  مستقیما از بافتکه  هااین سلول

 عملکردهایبسیاری از نشانگرهای مهم و 

ند و خواص کنرا حفظ ميدر بدن  موجود

 Alge et) دارند in vivoعملکردی نزدیک به 

al., 2006; Pan et al., 2009)های . رده

 سلولي در فرآیند تولید و نامیرا شدن دچار

د. نشو سلول مي درتغییرات ژنوتیپ و فنوتیپي 

 موجب کاهش شباهت سلول بهاین تغییرات 

توانند نتایج مثبت یا ميو  دشونميبافت اصلي 

به نحوی که در  کنندایجاد منفي کاذب را 

های کلیدی باید در  مهم، یافته های آزمایش
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 های اولیه نیز تایید شوندهای سلولکشت

(Kaur and Dufour, 2012). 

با در نظر گرفتن اهمیت بیماری 

استرپتوکوکوزیس و ضررهای اقتصادی ناشي از 

کمان،  آلای رنگینبه گونه پرسود ماهي قزل آن

بروز و پراکنش این بیماری در بسیاری از مراکز 

های مختلف کشور،  پرورش ماهي در استان

سهولت انتقال این بیماری در ماهیان و انتقال 

آن به انسان و با توجه به مطالعات صورت 

پپتیدهای ضدمیکروبي و گرفته بر روی پلي

های ها در مهار بسیاری از باکتری توانایي آن

های اولیه به زا و همچنین کاربرد سلولبیماری

  یعملکرد  خواص  با  عنوان مدل زیستي

، در این بررسي in vivoشرایط   به  نزدیک

 EC-hepcidin1پپتید ضدمیکروبي کارایي پلي

، در کشت سلولي S. iniaeباکتری در مهار 

مورد ارزیابي  کمان ی رنگینآلا اولیه ماهي قزل

 قرار گرفت.

 

 ها روش و مواد
 ماهی

کمان  آلای رنگینقزل قطعه ماهي 31

(Oncorhynchus mykiss) وزن میانگین اب 

گرم از مرکز تحقیقات ماهیان  71±511

. ماهیان پس شدسردآبي واقع در تنکابن تهیه 

به مرکز ملي ذخایر ژنتیکي و زیستي از انتقال 

با  لیتر( 01ای )های شیشهدر آکواریم ،ایران

 گراد نگهداری شدند.درجه سانتي 7دمای 

 سازی و کاشت بافت آماده

 011میخک )ماهیان توسط پودر گل 

گرم در لیتر( بیهوش و با ضربه به جمجمه  میلي

ها توسط نخاعي شدند. سپس سطح بدن آن

حاوی  (PBS)محلول بافر فسفات سالین 

 و سیلین تزریقيواحد پني 0111بیوتیک ) آنتي

میکرولیتر جنتامایسین( شستشو داده  0111

وسیله قیچي جدا و به لوله به باله دمي  .شد

لیتر محلول میلي 31دار حاوی  درب آزمایش

و  شدمنتقل بیوتیک  آنتيبافر فسفات سالین و 

دقیقه بر روی شیکر قرار گرفت تا  07به مدت 

مخاط و بافت از هم جدا شوند سپس محلول 

رویي زیر هود تخلیه شد و محلول جدید بافر 

بیوتیک جایگزین آن فسفات سالین حاوی آنتي

ها از تا مخاطشد، این عمل شش بار تکرار شد 

 ,Wolf and Quimbyسطح باله پاک شود )

1969   .) 

ها  پس از اطمینان از عدم وجود مخاط، باله

های دیش و در پتریند به زیر هود منتقل شد

به  (آمریکا، Gibco) L-15حاوی محیط کشت 

mmقطعات 
قطعه از  8. تقسیم شدند 25-0

 ای خانه 0ها در هر چاهک از ظرف کشت   باله
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(TPP ،گذاشته شد و بر روی بافتسوئیس ) ها

کشت  محیط  لیتر میلي  0 گرفت،  قرار   لامل

L-15  درصد سرم جنین گاوی  51حاوی

(FBS) (Invitrogen، و آمریکا )درصد  7/1

به ( 0:0)استرپتومایسین  -سیلین ترکیب پني

درجه  51شد و به انکوباتور  هر چاهک ریخته

کشت به مدت  د. ظرفشگراد منتقل سانتي

-یک هفته هر روز از نظر میزان مهاجرت سلول

ها از بافت باله و آلودگي مورد بررسي قرار 

کف  درصد 71ها گرفتند. زماني که سلول

ها انجام ، اولین پاساژ سلولندچاهک را پوشاند

 711ها از کف، برای جدا کردن سلول .شد

( Trypsin-EDTA)آنزیم تریپسین میکرولیتر 

( به هر آمریکا، Invitrogen) صددر 15/1

بعد از سه دقیقه برای  .دشچاهک اضافه 

لیتر محیط میلي 0سازی این آنزیم،  خنثي

ها اضافه شد و به چاهک FBSکشت حاوی 

تا تمام  شدچندین بار عمل پپیتاژ انجام 

دقیقه  8و به مدت شوند ها از کف جدا سلول

(rpm0511 سانتریفیوژ )(BIO-RAD ،

 0شدند. پلیت سلول تشکیل شده در ( آمریکا

لیتر محیط کشت به صورت سوسپانسیون میلي

 Wolf)شد و به فلاسک کشت منتقل  درآمد

and Quimby, 1976). 

 

 EC-hepcidin1پپتید ضدمیکروبی  پلی

-ECپپتید  در این آزمایش از پلي

hepcidin  نوعI  که از ماهيEpinephelus 

coioides  استخراج شده بود(Zhou et al., 

با خلوص پپتید . این پليشد( استفاده 2011

شد  تولیدو به روش شیمیایي  درصد 97

(Biomatik)پپتید  . توالي پلي، آمریکاEC-

hepcidin1 (58 دارای دو پیوند )اسید آمینه 

های آمینه سیستئین خود سولفید بین اسیددی

 (0؛ شکل C9-C18و  C5-C22)است 

 

 

های ساختمانی و نمایش محل پیوند: پیوند 8شکل

 EC-hepcidin1پپتید دی سولفید در پلی

 

برای تهیه سوسپانسیون  PBS محلول از

 .شداستفاده  EC-hepcidin1پپتید 

 

بر  EC-hepcidin1پپتید تعیین سمیت پلی

 سلول اولیه ماهی 

-ECپپتید برای تعیین سمیت پلي

hepcidin1 0آمیزی با رد نوترالاز روش رنگ 

هر یک از  سلول در 07111 تعداداستفاده شد. 

 کشتچاهکي  90 هایمیکروپلیت هایچاهک

                                                           
1- Neutral Red 



 8934(، 8)7قدسی و همکاران                                                                         فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:  [44]

 

به  هاسلول از کاملي لایه تک و شدند داده

به ویال حاوی  PBSدست آمد. سپس محلول 

تا شد اضافه  EC-hepcidin1 پپتید پلي

پپتید در د. پليیدست آبه سوسپانسیون آن 

لیتر به بر میلي میکروگرم 811تا  57های  رقت

دو . شدها اضافه روش شیب رقت به چاهک

چاهک نیز به عنوان شاهد در نظر گرفته شد. 

 ،DMSOمتیل سولفوکسید )دی چاهک حاوی

مثبت و چاهک فاقد  شاهد( به عنوان درصد 01

منفي در نظر  شاهدهر گونه نمونه به عنوان 

تکرار در نظر  سهبرای هر غلظت  .گرفته شد

 درجه 08انکوباتور ها به  میکروپلیت گرفته شد.

تعیین میزان  برای. شدندمنتقل  گراد سانتي

ساعت میزان  88و  58پپتید بعد از سمیت پلي

ها مورد بررسي قرار گرفت. ماني سلولزنده

و به هر  ندها تخلیه شدچاهک برای این منظور

میکرولیتر از محلول نوترال رد  011چاهک 

( اضافه شد و به لیتر میکروگرم در میلي 81)

ساعت در انکوباتور قرار داده شد.  8مدت 

 دو بار هاسلول شدند و تخلیه رنگ از هاچاهک

 داده فرمالدئید شستشوتثبیت کننده  توسط

 511 هاچاهک از یک به هرسپس  .شدند

و برای  الکل اضافه -سیترات بافر میکرولیتر

قرار داده شد،  دقیقه بر روی شیکر 01مدت 

ها را در طول سپس میزان جذب نوری چاهک

مورد سنجش قرار گرفت نانومتر  781موج 

(Repetto et al., 2008.) 

 Streptococcus iniae باکتری

)سویه  S. iniaeباکتری  خالص استوک

GQ 850377هایبیماری و بهداشت گروه ( از 

تهیه   تهران دانشگاه دامپزشکي دانشکده آبزیان

کشور  مزارع آلایقزل ماهیان تلفات از که دش

بود. تحت شرایط  شده شناسایي و جداسازی

هینتون براث  -باکتری به محیط مولر استریل

(Merck )ساعت  58. بعد از شداضافه ، آلمان

گراد، درجه سانتي 37انکوباسیون در دمای 

 ها رشد باکتری در اثرمیزان کدورت ایجاد شده 

 فارلند تاندارد نیم مکاستفاده از اس با

(CFU/mL018×7/0.تنظیم شد ) 

 

های اولیه ماهی تعیین میزان حساسیت سلول

 Streptococcus iniae به باکتری

چاهک  هر سلول در 071٫111تعداد 

کشت داده شد تا تمام ای  خانه 58 های پلیت

سطح چاهک به صورت تک لایه پوشانده شد. 

 MOI:01و  MOI0:011باکتری در دو تراکم 

درجه  08و در شد به هر چاهک اضافه 

)سه ساعت  88و  58در دو تیمار گراد  سانتي

 DMSO (31چاهک حاوی  شد.انکوبه تکرار( 

                                                           
1- Multiplicity of Infection 
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مثبت و چاهک فاقد هر  شاهد( به عنوان درصد

منفي در نظر گرفته  شاهدگونه نمونه به عنوان 

ها توسط ماني سلول میزان زندهشد. سپس 

بلو سنجیده شد. به تریپانآمیزی  گروش رن

های مورد منظور اطمینان از آلوده نبودن سلول

 S. iniae، 011 استفاده، قبل از تلقیح باکتری

هر  ازها لیتر از محیط کشت سلولمیکرو

هینتون آگار روی پلیت  -چاهک بر محیط مولر

 Edwards)کشت باکتری، کشت داده شد 

and Massey, 2011.) 

 

 پپتیداثرات ضدباکتریایی پلیگیری  اندازه

EC-hepcidin1 یونژا روش چاهک دیفوب 

 هب S. iniaeبرای بررسي حساسیت باکتری 

با روش چاهک  EC-hepcidin1 پپتیدپلي

 S. iniaeدیفیوژن، ابتدا سوسپانسیون باکتری 

. سپس باکتری شدفارلند تهیه  معادل نیم مک

به وسیله سوآپ در سطح پلیت حاوی محیط 

هینتون آگار کشت متراکم داده  -مولرکشت 

ه از دبا استفا EC-hepcidin1 پپتیدشد. پلي

PBS آمد و سه رقت  به صورت سوسپانسون در

 011از آن تهیه شد.  110/1و  10/1، 0/1

طور  های تهیه شده بهمیکرولیتر از رقت

محیط  ای به سطحصورت نقطهبه جداگانه و 

متر تلقیح سانتي 5کشت و با فاصله حداقل 

بیوتیک آنتي 8شد. در پلیت جداگانه 

میکروگرم در هر دیسک(،  01نوروفلوکسازین )

میکروگرم در هر دیسک(،  07اریترومایسین )

میکروگرم در هر دیسک(  57آموکسي سیلین )

به  میکروگرم در هر دیسک( 31و تتراساکلین )

به  PBSمثبت و دیسک آغشته به  شاهدعنوان 

ها ي در نظر گرفته شد. پلیتمنف شاهدعنوان 

درجه  37ساعت در دمای  58به مدت 

نگهداری شدند و پس از آن قطر هاله اطراف 

 سه . برای هر تیمارگیری شد اندازهها دیسک

 ,.Baner et alتکرار در نظر گرفته شد )

1991.) 

 

 تعیین کمترین رقت مهاری رشد

تعیین کمترین رقت مهاری رشد آزمایش 

(MIC) 0  خانه استریل و با روش  90پلیت در

براث میکرودیلوشن انجام شد. ابتدا از محیط 

لیتر میکرو 011 هنیتون براث -کشت مولر

داخل هر چاهک میکروپلیت ریخته شد. سپس 

میکرولیتر از محلول  011به اولین چاهک 

 کردن. بعد از مخلوط شدپپتید اضافه پلي

 میکرولیتر از آن 011محتویات چاهک اول، 

به  شد.  اضافه  بعدی  چاهک  به  و  برداشته 

های متوالي تا چهار رقت  همین ترتیب رقت

                                                           
1- Minimum Inhibitory Concentration 
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میکرولیتر  011تهیه شد و از چاهک چهارم 

دور ریخته شد. سپس به هر چاهک از 

  سوسپاسیون از  میکرولیتر   011میکروپلیت 

 CFU/mL با تراکم  S. iniaeباکتری  آماده 

ای است  محاسبات به گونه .شداضافه  7/0×017

 از  میکرولیتر   011  که پس از اضافه شدن

، در چاهک اول S. iniaeباکتری  سوسپانسون 

-میکروگرم بر میلي 311پپتید به غلظت  پلي

لیتر، میکروگرم بر میلي 071لیتر، چاهک دوم 

لیتر و میکروگرم بر میلي 77چاهک سوم 

ر لیتمیکروگرم بر میلي 7/37چاهک چهارم 

تکرار در نظر گرفته  دوبرای هر غلظت . برسد

ساعت در دمای  58شد. میکروپلیت به مدت 

سپس مورد  و گراد انکوبه شد درجه سانتي 37

وجود کدورت در چاهک  .بررسي قرار گرفت

-دهنده رشد باکتری و شفافیت نشان نشان

. کمترین رقتي استدهنده عدم رشد باکتری 

 د معادلشن که در آن هیچ کدورتي مشاهده

MIC ( در نظر گرفته شدFerraro, 2002.) 

 

 کشی تعیین کمترین رقت باکتری

کشي تعیین کمترین رقت باکتریبرای 

(MBC) 0 های فاقد کدورت در از همه چاهک

هینتون آگار کشت داده شد.  -محیط مولر

                                                           
1- Minimum Bactericidal Concentration 

 37ساعت در دمای  58ها به مدت محیط

کمترین غلظتي  شدند.گراد انکوبه درجه سانتي

 99پپتید که باعث کشته شدن حداقل  از پلي

اعلام  MBC، به عنوان شودها باکتری درصد

 .(Ferraro, 2002) شود مي

 

بر    EC-hepcidin1پپتیدضدباکتریای پلی اثر

 باکتری های آلوده بهمانی سلول میزان زنده
Streptococcus iniae 

چاهک  هر سلول در 071٫111تعداد 

خانه کشت داده شد تا سطح  58 های پلیت

چاهک به صورت تک لایه پوشانده شد. باکتری 

میکروگرم بر  071به همراه  MOI:01با تراکم 

پپتید به محیط کشت سلول لیتر پليمیلي

گراد به درجه سانتي 08در  ها . نمونهاضافه شد

برای هر تیمار شدند. ساعت انکوبه  58مدت 

چاهک حاوی  .تکرار در نظر گرفته شد سه

DMSO (31 به عنوان درصد )مثبت و  شاهد

 شاهدچاهک فاقد هر گونه نمونه به عنوان 

ماني  منفي در نظر گرفته شد. میزان زنده

آمیزی تریپان بلو  روش رنگ بهها سلول

 ,Edwards and Massey)سنجیده شد 

2011.) 

 

 آنالیز آماری
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 آزمون تحلیل از ها با استفادهدادهبررسي 

 و(One-way ANOVA) طرفه  یک واریانس

 سطح در آزمون دانکن پسبا هامیانگین مقایسه

 .شد انجام درصد 97اطمینان 

 نتایج

آلای  تولید سلول اولیه از ماهی قزل

 کمان رنگین

ماهي ها از بافت باله اولین مهاجرت سلول

ساعت پس از  58-30کمان  آلای رنگینقزل

ها به سلول روز 01. در طي شدکاشت آغاز 

-روز تعداد سلو 08خوبي رشد کردند و بعد از 

ای رسید که اولین پاساژ صورت ها به اندازهل

-روز پاساژ 01-07پذیرفت و به دنبال آن هر 

دست به های های متناوبي انجام شد. سلول

-سلول مخلوطي از شناسيآمده از نظر ریخت

های اپیتلیالي و فیبروبلاستي شکل را نشان 

 (.5د )شکل دادن

 

 

 

 24مهاجرت سلول از بافت باله الف(  .کمانرنگین یآلاماهی قزلدر مهاجرت سلول از بافت باله  :2شکل 

ج( مهاجرت سلول از روز پس از کاشت بافت.  9مهاجرت سلول از بافت باله ب( ساعت پس از کاشت بافت. 

یتلیالی و فیبروبلاستی شکل تولید شده از بافت باله در پهای اسلول د(روز پس از کاشت بافت.  5بافت باله 

 .81پاساژ 

 ب الف

 د ج
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-EC پپتید تعیین میزان سمیت پلی

hepcidin1 
پپتید نسبت برای تعیین میزان سمیت پلي

-EC پپتید مختلف پليهای ها، غلظتبه سلول

hepcidin1 آلای های ماهي قزلبر سلول

کمان  مورد آزمون قرار گرفت که در  رنگین

ساعت سمیت را نشان ندادند، اما بعد  58طول 

-ساعت سمیت مشاهده شد و در غلظت 88از 

ها شد. به های متفاوت، موجب مرگ سلول

پپتید میزان ای که با افزایش غلظت پليگونه

داری کاهش ها به طور معنياني سلولم زنده

(. بیشترین سمیت و کمترین >17/1Pیافت )

 811درصد( در غلظت  08ماني ) زنده

لیتر و کمترین سمیت و میکروگرم بر میلي

 57درصد( در غلظت  87ماني ) بیشترین زنده

 (.3لیتر به دست آمد )شکل میکروگرم بر میلي

 

 م رشدو قطر هاله عد آزمون چاهک دیفوژیون

که  داد نشان نتایج آزمون چاهک دیفوژیون

دارای خواص EC-hepcidin1 پپتید پلي

)شکل  بود S. iniaeضدباکتریایي علیه باکتری 

8 .) 

 

 

 های مختلفکمان در مواجه با غلظت نآلای رنگیاولیه ماهی قزل های سلولمانی  زندهمیزان  :9 شکل
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EC-hepcidin1  خطای استاندارد( ±)میانگین  ساعت 41پس از 

 

 

بر روی باکتری EC-hepcidin1 پپتید پلی 118/1و  18/1، 8/1های : آثار ضدباکتریایی رقت4شکل 

Streptococcus iniae در روش چاهک دیفیوژن 

 

پپتید، قطر عدم رشد  با افزایش غلظت پلي

باکتری افزایش یافت. بیشترین میزان هاله عدم 

متر بود. تغییرات  میلي 00پپتید رشد این پلي

در  S. iniaeمیانگین هاله عدم رشد در باکتری 

 EC-hepcidin1پپتید  های مختلف پليرقت

 نشان داده شده است. 0در جدول 

 

-لیتر پليمیکروگرم بر میلي 77غلظت 

 071باکتری و غلظت پپتید، موجب مهار رشد 

لیتر آن منجر به کشته شدن میکروگرم بر میلي

 (.5باکتری شد )جدول 

مانی سلول در مواجه با باکتری تعیین زنده

Streptococcus iniae پپتید و پلیEC-

hepcidin1    

نتایج آزمون تعیین حساسیت سلول به 

ها را در ، مرگ و میر سلولS. iniaeباکتری 

متفاوت این باکتری نشان داد بعد از های تراکم

و  MOI:011های  تلقیح باکتری در تراکم

01:MOI آلای های ماهي قزلبه سلول

ها به ترتیب ماني سلولکمان، میزان زنده رنگین

درصد بود که افزایش تراکم باکتری  77و  55
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داری ها را به طور معنيماني سلولمیزان زنده

 .(7؛ شکل >17/1Pکاهش داد )

ها زنده ساعت هیچ یک از سلول 88پس از 

از  MOI:01زمان تراکم نمانده بودند. تاثیر هم

میکروگرم بر  071به همراه  S. iniaeباکتری 

بر  EC-hepcidin1پپتید لیتر پليمیلي

کمان،  آلای رنگینهای اولیه ماهي قزل سلول

 91داری تا  ها را به طور معنيماني سلولزنده

 (.0؛ شکل >17/1Pداد ) درصد افزایش

 

 

 در اثر ترکیبات مختلف Streptococcus iniaeباکتری  در هاله عدم رشد قطر :8جدول 

 (خطای استاندارد ±میانگین )

 متر()میلیهاله عدم رشد  قطر ترکیب

 00±8/1 لیتر( میکروگرم در میلی 2111) EC-hepcidin1پپتید پلی

 8±8/1 (8/1)رقت  EC-hepcidin1پپتید پلی

 1 (18/1)رقت  EC-hepcidin1پپتید پلی

 1 (118/1)رقت  EC-hepcidin1پپتید پلی

 57±3/1 تتراساکلین

 51±9/1 اریترومایسین

 31±0/0 سیلین آموکسی

 57±1/0 نورفلوکسازین

 

های مختلف غلظت (MBC)و حداقل غلظت کشندگی  (MIC): حداقل غلظت مهار کنندگی 2جدول 

 Streptococcus iniaeباکتری  815×5/8 (CFU/mL)در تراکم  EC-hepcidin1پپتید  پلی

 EC-hepcidin1 پپتیدغلظت پلی
 لیتر()میکروگرم بر میلی

MIC MBC 

311 + + 

071 + + 

77 + - 

7/37 - - 
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و  MOI:811های کمان در مواجه با تراکم آلای رنگیناولیه ماهی قزل هایسلول مانی زندهمیزان  :5 شکل

81:MOI  باکتریStreptococcus iniae  خطای استاندارد( ±)میانگین. 

 

 

باکتری  MOI:81 کمان در مواجه با تراکم آلای رنگینهای اولیه ماهی قزل مانی سلول : میزان زنده6شکل 

Streptococcus iniae  81و تراکم:MOI  باکتریStreptococcus iniae  به همراهEC-hepcidin1 (851 

 .خطای استاندارد( ±ساعت )میانگین  24پس از لیتر( گرم بر میلیمیکرو
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  بحث

 برابر در هاباکتری در دارویي مقاومت

 تا است شده باعث رایج هایبیوتیک آنتي

های عفونت درمانبرای  داروهای جدیدی

 گذشته سال 31 در .شود عرضه باکتریایي

 به عنوان میکروبيضد پپتیدهای پلي

 با مقابله برای جدید هایبیوتیک آنتي

 زیادی انواع و اند شده مطرح های مقاوم میکروب

 با طبیعت از بر استخراج علاوه تاکنون هاآن از

 ،پپتیدها .اندشده تولید شیمیایي روش

 زیرا ،هستند دارو برای خوبي کاندیداهای

 از تعدادی به که هستند طبیعيهای  ماده پیش

 چسبند. با این وجود بهميها گیرندهو  هاآنزیم

 توسط پروتئازها، هضم مثل مختلف دلایل

 استفاده بالا، پذیری انعطاف و غشا از کم انتقال

 است محدودیت دارای دارو عنوان به هاآن از

(Gnanakaran and Portman, 2003 .) 

هپسیدین دارای عملکرد دوگانه در بدن 

پپتید ملکولي کلیدی در است، این پلي جانوران

وستازی آهن و همچنین دارای ئموحفظ ه

 Falzacappa and)است فعالیت ضدمیکروبي 

Muckenthaler, 2005 ماهیان تلئوست .)

دارای هپسیدین بسیار متنوعي هستند که 

 های آبزیممکن است مربوط به تنوع محیط

های مختلف هیپسیدین در انواع باشد. ایزوفورم

متنوعي ماهیان شناسایي شده است که خواص 

 (.Xu et al., 2008) دهند ميرا از خود نشان 

ها دارای فعالیت ضدمیکروبي این ایزوفورم

گرم منفي و  و های گرم مثبتدر برابر باکتری

ها هستند که در اکثر مطالعات این فعالیت قارچ

 درمیکروگرم  0-011 محدوده غلظتدر 

 Shi and)آمده است  دستبه لیتر  میلي

Camus, 2006; Masso-Silva and 

Diamond, 2014; Shirdel et al., 2019 .)

شیمیایي با الگو از  پپتیدهایپليتولید 

 به بدن موجودات، پپتیدهای تولید شده درپلي

 غالبا و است انجام در حال ایگسترده طور

آید. مي به دست بالا خلوص با محصولاتي

 مطالعات صورت گرفته بر روی این نوع

 ای در جلوگیرینتایج قابل ملاحظهپپتیدها  پلي

نشان داده است.  زابیماری عواملاز رشد انواع 

 پپتیدهایهای انجام شده بر روی پلي پژوهش

 ماهي ازتولید شده  PC-hepc هیپسیدین

(Pseudosciaena crocea)  و هیپسیدین

 باس مخطط دورگهشده از ماهي  تولید

(Morone chrysops × Morone 

saxatilis) پپتیدها در نشان داد این پلي

دارای خواص ضدمیکروبي بر  های کم،غلظت

گرم منفي،  و های گرم مثبت روی باکتری
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 ;Lauth et al., 2005) بودندو قارچ مخمر 

Wang et al., 2009 .) 

-ECپپتیدهای بر روی پليدر مطالعاتي 

hepcidin1  وEC-hepcidin2  نشان داده شد

گرم مثبت  پپتیدها در برابر باکتریکه این پلي

Staphylococcus aureus  و باکتری گرم

دارای خواص   Vibrio vulnificusمنفي  

 71و غلظت بیش از  بودضدباکتریایي 

ها میلي لیتر آن از رشد باکتری درمیکروگرم 

. در (Zhou et al., 2011) کردجلوگیری 

-نیز خواص ضدمیکروبي پليحاضر پژوهش 

 .Sبر روی باکتری  EC-hepcidin1پپتید 

iniae  مورد آزمون قرار گرفت که نشان داد

شده قادر است تا از رشد و  تولیدهیپسیدین 

که مشابه  کندتکثیر این باکتری جلوگیری 

 .بود مطالعاتنتایج سایر 

برای ی سلولي ابزاری مناسب هاکشت

میکروبي، ژنتیک ملکولي، مطالعات 

شناسي و بررسي شناسي تکویني، سم زیست

. در (Leong et al., 1997)تاثیر داروها است 

ترین بیشهای سلولي تولید شده از ماهیان، رده

های سلولي بعد از گناد، از باله تولید شده رده

این بافت  یاست که به علت قدرت ترمیم بالا

(. در Fryer and Lannan, 1994بوده است )

به علت  Explantمطالعات تولید سلول، روش 

ساده و سریع بودن عملیات کشت، عدم تماس 

با آنزیم و جلوگیری از آسیب به بافت و رصد 

مهاجرت سلول از بافت کاربرد وسیعي دارد 

(Avella et al., 1994 این روش اجازه .)

اپیتلیالي و  نوع سلول دهد تا هر دو مي

 کنندفیبروبلاستي از بافت مهاجرت 

(Parameswaran et al., 2006) . در

های تولید شده مطالعات مختلف اکثریت سلول

 بودند، ناهمگن Explantاز بافت باله به روش 

های اپیتلیالي و و مخلوطي از سلول

 et al., 2018فیبروبلاستي را نشان دادند )

Bhardwaj مطالعه نوروزی و همکاران (. در

از های تولید شده شناسي سلول ریخت( 0393)

 Salmo trutta)باله ماهي آزاد دریای خزر 

caspius)  با استفاده از این روش، مخلوطي از

اپیتلیالي شکل بودند.  -فیبروبلاستيهای سلول

دست آمده در به های شناسي سلولریخت

های نیز مخلوطي از سلولحاضر  پژوهش

اپیتلیایي شکل را نشان داد و  -فیبروبلاستي

مناسبي ماني زندهها از پاساژپذیری و سلولاین 

 برخوردار بودند.

های پپتیداز پلي استفاده در اصلي مانع

 سمیت و ،بیوتیک ضدمیکروبي به عنوان آنتي

 یوکاریوتي است. هایسلول لیز در هاآن توانایي

دارویي،  عوامل عنوان به هاآن بردن کار به برای
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بالا،  ضدمیکروبي فعالیت داشتن عین در باید

فعالیت  های بدن وسمیت کم نسبت به سلول

 ,.Chou et al)باشند  داشته پایین همولیزی

های سلولي به صورت ها و رده. از سلول(2008

پپتیدهای گسترده در تعیین میزان سمیت پلي

ها استفاده شده ضدمیکروبي و اثر بخشي آن

لازم . مدت زمان (Bruijn et al., 2012)است 

ها برای تعیین سمیت مواد در مواجه با سلول

 ,.Bols et al) استساعت  75تا  58بین 

پپتیدهای مختلف میزان سمیت ( پلي2005

در  .دهندها نشان ميمتفاوتي را در برابر سلول

 88و  58های باله به مدت این پژوهش سلول

-ECشده  تولیدپپتید ت تحت تاثیر پليساع

hepcidin1  قرار گرفت که بر اساس آن، در

گونه سمیتي بر  ساعت این پپتد هیچ 58طي 

آلای های اولیه ماهي قزلروی سلول

ساعت در  88اما بعد از  ،کمان نداشترنگین

و  تپپتید سمیت داشهای بالای پليغلظت

که  ها شدموجب مرگ کمتر از نیمي از سلول

پپتید برای دهنده سمیت پایین این پلي نشان

 کمان است. آلای رنگین قزل های ماهيسلول

در مطالعه بر روی تاثیر خواص 

 in vitroپپتید در محیط ضدباکتریایي این پلي

های آلوده شده ماني سلولو بر روی میزان زنده

-EC پپتیدباکتری نشان داد پليبه 

hepcidin1 اکتری قادر به کشتن بS. iniae 

های آلوده شده را ماني سلول و میزان زنده بود

 افزایش داد. درصد 91تا بیش از 

به دست آمده  نتایج به توجه بامجموع  در

 پپتیدپلي که کرد بیان توانمي مطالعه، این از

EC-hepcidin1  مناسبي ضدباکتریایي اثرات 

 در Streptococcus iniaeروی باکتری را بر 

و در  داشت( in vitro)آزمایشگاهي  شرایط

های عین حال سمیت کمي را نسبت به سلول

 توانستنشان داد و کمان  رنگینآلای ماهي قزل

های آلوده شده با این ماني سلول زندهمیزان 

-مي پیشنهاد از این رو، باکتری را افزایش دهد.

بیوتیکي  به عنوان یک جایگزین آنتي که شود

 شرایط در دارتریدامنه و تر وسیع مطالعات

مراحل لاروی )به  بر روی (in vivo) بالیني

وری( و یا در ماهیان مولد  صورت غوطه

)به صورت تزریقي( کمان  رنگینآلای  لقز

 گیرد. صورت
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Abstract  

Streptococcosis is the most destructive disease in world aquaculture, and many 
efforts have been made to curb these bacteria. In this study, the ability of artificial 
polypeptide hepcidin (EC-hepcidin1) was evaluated to control infection caused 
by Streptococcus iniae in primary cell culture of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). 
Antibacterial effects of this polypeptide were examined by disk diffusion and minimum 
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration of EC-
hepcidin1 were measured against Streptococcus iniae. The primary cells were produced 
from fish fin, and the toxicity range of the peptide was determined for the cells. The 
primary cells of the rainbow trout were infected with Streptococcus iniae and 
antimicrobial activity of EC-hepcidin1, as well as viability of the cells, were evaluated. 
Results showed the MIC and MBC were 75 and 150 μg/mL, respectively. The level of 
peptide toxicity on fish cells show that EC-hepcidin1 had low toxicity after 48h in the 
range of 25 to 400 μg/mL, and the cells had a viability of 60% to 80%. The viability of 
the cells was 55% after induction of the bacteria (10: MOI), and the survival rate of 
cells was increased up to 90% after induction of bacteria (10: MOI) with 150 μg/mL 
peptide. In conclusion, the EC-hepcidin1 has shown an antibacterial effect 
on Streptococcus iniae (in vitro) and the peptide has low toxicity to fish cells. It has 
increased the vitality of cells infected with Streptococcus iniae. Therefore, 
complementary clinical research on larval stage, as well as broodstock of rainbow trout, 
could be suggested in the future. In conclusion, the EC-hepcidin1 has been shown an 
antibacterial effect on Streptococcus and low toxicity to fish cells. It has increased the 
vitality of cells infected with Streptococcus. Therefore, complementary clinical research 
on larval stage and broodstock of fish could be suggested. 

Key words: Rainbow Trout Primary Cells, Antimicrobial Peptide, EC-hepcidin1, 

Streptococcus iniae. 
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