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 98 آبانتاریخ پذیرش:  98 شهریورتاریخ دریافت: 

 چکیده
که واجد شرایط  عمقکمهای توتیاهای دریایی به دلیل زندگی در محیط جمله ازخارپوستان دریایی 

چنین  با توجه بهند. هست ها است از توانایی بالایی در حفظ بقای خود برخوردارمناسب برای رشد میکروب

یژه و بهفعال زیست هایمولکولسازی و شناسایی انواع های منحصر به فردی، توجه زیادی به خالصویژگی

زن حاضر مایع سلومیک توتیای دریایی نقب مطالعهبه همین سبب، در  پپتیدهای ضدمیکروبی شده است.

(Echinometra mathaei )فارس مورد بررسی قرار گرفتهین گونه توتیای دریایی خلیج ترفراوان عنوان به 

شدند. نتایج آزمایش انتشار های سلوموسیت جداسازی و با استفاده از حلال، دو فاز آبی و آلی از سلول است

تواند به تری داشت که میاز دیسک و حفره در محیط آگار نشان داد که فاز آلی خاصیت ضدباکتریایی قوی

باعث مهار لیتر گرم در میلیمیلی 5/12 های بالاتر ازآلی در غلظت. فاز باشدمربوط  محتوای پروتئینی آن

. فاز آلی فاقد شدنیز موجب تخریب کامل آن لیتر در میلیگرم میلی 100 و غلظتکامل بیوفیلم باکتری 

های قرمز خون توسط بود و حتی بر همولیز گلبوللیتر گرم در میلیمیلی 100 فعالیت همولیتیک در غلظت

شده از  شود فاز آلی استخراجآمده، پیشنهاد می دست ها نیز اثر بازدارندگی داشت. با توجه به نتایج بهباکتری
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مقدمه

مقاومت  در چند دهه اخیر، موضوع

های تجاری در بیوتیکها نسبت به آنتیباکتری

 و به است انسان و دام مورد توجه قرار گرفته

های عمده ها و چالشعنوان یکی از نگرانی

 استبهداشتی در سراسر جهان مطرح 

(Ventola, 2015; Krapp et al., 2018; 

Kumar et al., 2019)پژوهش زمان با آن، . هم

بات در زمینه شناسایی و استخراج ترکی

پپتیدهای ضدمیکروبی  جمله از فعالیستز

(Antimicrobial Peptides, AMPs ) به

قابل توجهی  طوربه  ثرومعنوان جایگزین 

 ;Boto et al., 2018)افزایش یافته است 

Gomes et al., 2018; Shagaghi et al., 

این  از  عدد   3110 حاضر  حال  در   و  (2018

نوع پپتیدها در بانک اطلاعاتی پپتیدهای 

 APD)ده است شت و گزارش ضدمیکروبی ثب

Database, 2019) .پپتیدهای ضدمیکروبی 

ای در سیستم ایمنی های گستردهمولکول

مهرگان هستند و اثر داران و بیداخلی مهره

یایی، ضدقارچی و ضدویروسی دارند که ضدباکتر

ها در مقابل طی روند تکاملی موجودات، از آن

اند. های محیطی محافظت به عمل آوردهآسیب

ای در درمان به همین جهت، عامل برجسته

ناشی از های بیماریویژه به ها بیماری

ها، ایدز و بیوتیکهای مقاوم به آنتییباکتر

و در مقایسه با  هستندسرطان مطرح 

زمان  مروربه های تجاری که بیوتیکآنتی

، چنین مشکلی رندیایی را در بردامقاومت باکتر

در مورد این دسته از ترکیبات گزارش نشده 

و از عوارض مصرف کمتری نیز برخوردار است 

 .(Zasloff, 2002; Wang, 2017)هستند 

ها بیش از نیمی از سطح دریاها و اقیانوس

و منبع غنی و مناسبی  اندزمین را پوشش داده

ضدمیکروبی  ترکیبات  شناسایی  و  کشف   برای

. (Liang et al., 2019) هستندی یو دارو

ترین ترین و مهمخارپوستان یکی از کهن

در بستر دریاها  هستند که موجودات دریایی

از ناحیه جزر و مدی تا اعماق پراکنش یبا تقر

ترکیبات ضدمیکروبی متنوعی تا کنون دارند. 

های دانهاستروئیدی، رنگ شامل گلیکوزیدهای

ها از آننفتاکینونی و پپتیدهای ضدمیکروبی 

که این دسته از شده  ییشناساجداسازی و 

ین مات برایعنوان منبع با ارزشی به موجودات را 

ی و ضدمیکروبی مطرح کرده یترکیبات دارو

 ;Chiaramonte and Russo, 2015)است 

Li et al., 2015) .شاخه  بهموجوداتی  جمله از

 Seaتوتیاهای دریایی ) تعلق دارند،خارپوستان 

Urchinsها از پوسته سخت ( هستند. بدن آن
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آهکی پوشیده شده از خار تشکیل شده است. 

 ین قرار گرفتهیدر قسمت پا مخرج در بالا و دهان

که توسط  دارندردیف دندان سخت  5و  است

 یک غشای نرم به نام غشای دهانی

(Peristome ) ده است. فضای داخلی شاحاطه

( Coelomic Cavity) بدن به نام فضای سلومی

پر ( Coelomic Fluid) توسط مایع سلومی

روده،  های داخلی بدن شاملو انداماست ده ش

ی آب -یعروقهای عصبی و سیستم رشتهگنادها، 

، عمادی و نوربخش)در داخل آن، شناور هستند 

. این مایع حاوی موادمعدنی، پروتئین و (1387

های شناور به نام سلوموسیت سلول

(Coelomocyte است )ها نقش که این سلول

 Coffaro)کنند زی در ایمنی بدن ایفا میبار

and Hinegardner, 1977; Bertheussen, 

1981; Smith et al., 2006, 2010). 

توتیاهای دریایی اغلب در منطقه بین جزر و 

ها از شرایط که این محیط کنندزندگی میمدی 

و ممکن  هستندرشد میکروبی مناسبی برخوردار 

بالایی از تراکم  نسبتااست در معرض سطح 

میکروبی قرار گیرند. به همین سبب، بقای این 

ضدمیکروبی  ثرومموجودات به تولید ترکیبات 

در مقابل آلودگی میکروبی  خوددفاع از  برای

ج بررسی اثرات ضدمیکروبی وابسته است. نتای

های مختلف توتیای دریایی سبز اندام

Strongylocentrotus droebachiensis 
ها که پوسته و سلوموسیتاست نشان داده 

دارند و مایع را بیشترین خاصیت ضدمیکروبی 

رد. یت، اثر ضدباکتریایی ندافاقد سلوموس سلومی

یله پپتیدهای وسبه در واقع فعالیت ضدمیکروبی 

شود و نه های سلوموسیت انجام میداخل سلول

 Haug et al., 2002a; Li et)در مایع سلومی 

al., 2015)کننده  یابی کامل ژن کد. اولین توالی

ای ضدمیکروبی در خارپوستان بر روی پپتیده

انجام   S. droebachiensisتوتیای دریایی سبز 

های سلوموسیت آن پذیرفت که از سلول

 Strongylocinsو به نام د دنبواستخراج شده 

در ادامه،  .(Li et al., 2008)ی شدند گذارنام

پپتیدهای ضدمیکروبی دیگری به نام 

Centrocins  دند شگزارش از این گونه(Li et 

al., 2010b) ی نیز از گونه مشابه. پپتیدهای

Strongylocentrotusتوتیای دریایی بنفش )  

purpuratus اندشده( شناسایی (Li et al., 

2010a). که  توجه به این با همچنین

یر ثاتها باکتریشده توسط  ایجادههای بیوفیلم

منفی و اثرگذاری بر اقتصاد جهانی، بهداشت 

 Chopra et)عمومی و درمان وارد کرده است 

al., 2015) ،های پپتیدهای دیگری نیز از گونه

با خاصیت ضدبیوفیلم میکروبی  ی دریاییتوتیا

های گرم مثبت و منفی شناسایی بر روی باکتری
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 ,Schillaci et al., 2010)اند و تخلیص شده

2012) . 

سواحل در ایران سه گونه توتیای دریایی از 

ده است که گونه توتیای شگزارش  یجنوب

( Echinometra mathaeiزن )دریایی نقب

. (1389، عوفی و خالقی)است ها ین آنترفراوان

فعال از این در زمینه استخراج ترکیبات زیست

ت. نتایج گونه مطالعات متعددی انجام شده اس

ی مختلف هابخشانجام شده بر روی  مطالعات

دهانی بدن شامل گنادها، پوسته، خار و بخش

زن در داخل ( توتیای دریایی نقبفانوس ارسطو)

و همکاران،  اصلیان)یایی ضدباکتر اتکشور اثر

شکوری و  ؛1394 جوانمرد، و شکوری ؛1394

 ؛1396 راهی و همکاران ؛1394 همکاران،

Kazemi et al., 2016) راهی و )، ضدقارچی

سلیمانی و )، ضدالتهابی (1393 همکاران،

و مهار فعالیت آنزیم آلفا  (الف1394 همکاران،

در این  را (ب1394سلیمانی و همکاران، )آمیلاز 

که با توجه به نوع حلال دهد نشان می جانور

گیری، نتایج متفاوتی مورد استفاده در عصاره

های مذکور، در ده است. علاوه بر اندامشگزارش 

صورت گرفته بر روی مایع سلومی و  مطالعهیک 

و  ایییضدباکترهای سلوموسیت، اثر سلول

یدانی مایع سلومی و سلوموسیت لیزات اکسآنتی

های )عصاره مایع ناشی از متلاشی شدن سلول

 سلوموسیت به روش التراسونیک( مورد ارزیابی

و نتایج حاکی از آن بود که مایع  قرار گرفت

ی سلوموسیت دارای هافاقد سلولسلومی 

و سلوموسیت یدانی اکسآنتیبیشترین فعالیت 

 لیزات دارای بیشترین فعالیت ضدباکتریایی بود

و  سلیمانی؛ ج1394سلیمانی و همکاران، )

 . (1395همکاران، 

های ارزشمند در با توجه به وجود انواع گونه

فارس و اهمیت کشف ترکیبات  خلیج

ضدمیکروبی و ترکیبات  ویژهبه فعال زیست

استفاده در صنایع  برایضدبیوفیلم میکروبی 

انجام شده  مطالعاتدارویی و غذایی و در ادامه 

زن، در بر روی مایع سلومی توتیای دریایی نقب

ی هاسلولحاضر برای اولین بار،  مطالعه

سلوموسیت که نقش بارزی در ایمنی این 

موجودات دارند، با استفاده از روش استفاده از 

و  ندسازی بیشتر قرار گرفتحلال، تحت خالص

 یهعلو ضدبیوفیلمی آن  اییخواص ضدباکتری

و  Vibrio parahaemolyticus هایباکتری

Listeria monocytogenes  مورد بررسی قرار

 . تفگر
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 هاروش و مواد
 ی نمونهسازآمادهی و آورجمع

 زن گونهدریایی نقب های زنده توتیاینمونه

Echinometra mathaei  ی پاییز و هافصلدر

زمستان و طی چند مرحله از ساحل سنگی 

مدی  و شهرستان بوشهر و در منطقه بین جزر

زنده به مخازن فایبرگلاس  صورتبه و  شدصید 

فارس  یجخلایستگاه تحقیقاتی آبزیان دانشگاه 

به شدند. آب کارگاه ، توزیع و نگهداری منتقل

شد که پس از تصفیه  ینماتمستقیم از دریا  طور

و هوادهی به داخل مخازن کارگاه، هدایت و 

شد. توتیاهای زنده تا زمان اتمام یمریخته 

ی در هر مرحله، در این مخازن بردارنمونه

 دند.شنگهداری می

 

 ی مایع سلومیسازخالصاستخراج و 

 700پس از تهیه تعداد مناسب از توتیا )

به آزمایشگاه انتقال  هاآن ،زنده صورتبه  عدد(،

تا مورد آزمایش قرار گیرند. ابتدا شدند داده 

لیتری استریل را داخل یلیم 50 فالکنی هالوله

ظرف پلاستیکی حاوی پودر یخ گذاشته تا خنک 

سپس با استفاده از تیغ اسکالپل استریل،  .شوند

از توتیاها کمی برش داده  کدام هر ناحیه دهانی

و مایع سلومی موجود در فضای داخلی بدن شد 

ی فالکن تخلیه و به هالولهجاندار به داخل 

دار سرعت با استفاده از سانتریفوژ یخچال

(5810R ،Eppendorf ، در دمای )4آلمان 

دقیقه(،  20و زمان  g 800گراد  )یسانتدرجه 

 های سلوموسیت رسوب و جداسازی شدسلول

(Haug et al., 2002b; Solstad et al., 

. پس از پایان هر مرحله از سانتریفوژ، (2016

مایع رویی فاقد سلول دور ریخته شد و رسوبات 

ی سلوموسیت هاسلولوی ین شده حانشته

های د. سپس سلوموسیتشی آورجمع

و به مدت  ندشده با هم مخلوط شد یآورجمع

درجه  -70ساعت در فریزر و در دمای  12

ند. شوتا منجمد شدند نگهداری گراد سانتی

، Freeze Dryer) انجمادی کنخشک سپس در

Christ ،دندشو خشک  یریگآلمان(، رطوبت. 

      -مایع استخراج  روش  از   استفاده با 

 (Liquid-Liquid Extraction) مایع

درصد  5به نسبت  شده خشکهای سلوموسیت

درصد که  60حجمی( در استونیتریل  )وزنی/

فلورواستیک اسید درصد تری 1/0حاوی 

(TFAبود، مخلوط و خوب هم )  .زده شدند

ساعت  24سپس محلول حاوی نمونه به مدت 

 )یخچال( گذاشتهگراد سانتی درجه 4در دمای 

و پس از آن محلول تخلیه و از نمونه جدا  شد

 1حدود  به دست آمدهد. محلول ترکیبی ش

درجه  -20ساعت در فریزر و در دمای 



 1399(، 3)8و بیوتکنولوژی آبزیان:  پور شاجانی و همکاران                                                         فیزیولوژیموسی [150]

 

تا دو فاز آبی در پایین شد قرار داده گراد سانتی

و استونیتریلی یا آلی در بالا تفکیک شوند. دو 

آوری شد. جمع های مجزا ریخته وفاز در شیشه

ساعت در فریزر و در دمای  12سپس به مدت 

در ادامه، شد. نگهداری گراد درجه سانتی -80

کن انجمادی خشک و فازهای مذکور در خشک

گراد درجه سانتی -20 تا زمان استفاده، در فریزر

 ;Haug et al., 2002b)دند شنگهداری 

Solstad et al., 2016). 

 

 سنجش محتوای پروتئین

شامل  شده خشکی هانمونهمقدار پروتئین 

سلوموسیت، فاز آبی و فاز آلی به روش ارزیابی 

( و با Bicinchoninic Acid) BCAپروتئینی 

 BCA Protein) های تجارییتکاستفاده از 

Quantification Kit ،توس، ایران( پارس

 حسب برصورت پذیرفت و مقدار عددی آن 

 Smith et)د شلیتر محاسبه یلیممیکروگرم بر 

al., 1985). 

 

ی هاتیفعالی میکروبی و ارزیابی هاهیسو

 ضدباکتریایی

 های آنسازآمادهی میکروبی و هاهیسو

منفی  از دو نوع باکتری گرمپژوهش در این 

Vibrio parahaemolyticus ATCC 

17802 (IBRC-M 10706) مثبت  و گرم

Listeria monocytogenes ATCC 13932 
 V. parahaemolyticus . باکتریشداستفاده 

به صورت لیوفیلیزه از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی 

 L. monocytogenes و زیستی ایران و باکتری

شده در محیط جامد از  به صورت کشت

آمل  -یرانپژوهشکده شمال انستیتو پاستور ا

 . شدتهیه 

 24های میکروبی از کشت انجام آزمون برای

کشت  . محیطشدساعته باکتریایی استفاده 

 rpm6000 دقیقه در 5حاوی باکتری به مدت 

با   تخلیه، از  پس  یی رو  یعما و  سانتریفوژ 

محلول پپتون واتر استریل و یا محلول سرم 

کلرید سدیم  درصد 85/0فیزیولوژی استریل 

همگن  و  مخلوط  ورتکس  با  و  شد  جایگزین 

ی و با استفاده از کدورت سنجشد. به روش 

، Jenway ،6305) دستگاه اسپکتروفتومتر

 1×810ها معادل تراکم باکتری ،انگلستان(

در ( Colony-Forming Unit, CFU)کلونی 

 موج طول( در LCFU/m810×1) لیترهر میلی

به این صورت که عدد  .نانومتر به دست آمد 625

 5/0)استاندارد  08/0-12/0جذب نوری بین 

 شده گرفتهفارلند( معادل این مقدار در نظر مک

های سریالی از آن تهیه تا تراکم و سپس رقت

لیتر باکتری در هر میلی 610باکتری حاوی 
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(LCFU/m610 به دست آید )(; 2012CLSI, 

Balouiri et al., 2016). 

 

 آزمایش انتشار از دیسک در آگار

بررسی اولیه خاصیت ضدمیکروبی  منظور به

شامل سلوموسیت، فاز  شده خشکی هانمونه

آبی و فاز آلی یا استونیتریلی و تعیین حداقل 

ی هاآزمونیاز برای ن موردغلظت مناسب ماده 

ی، از مهارکنندگو مقایسه قدرت دیگر تکمیلی 

 Agar Diskآگار ) دیسکانتشار از آزمایش 

Diffusion) سویه باکتریایی شامل  دو یهعل

Listeria monocytogenes  وVibrio 

parahaemolyticus  منظوربه  د.شاستفاده 

کشت مولر هینتون  از محیط انجام این آزمایش

 یاییساعته باکتر 24از کشت ( و MHAآگار )

سازی های باکتری پس از رقتسویه .شداستفاده 

(LmCFU/610با کمک سوآ )ب (bSwa) 

سطحی و چمنی در سطح  صورتبه استریل 

کامل گسترده  طوربه حاوی آگار محیط کشت 

 شدند. 

ی هانمونهلیتر گرم بر میلیمیلی 100مقدار 

شده از سلوموسیت، فاز آبی و فاز آلی  خشک

گرم وزن و درون  001/0ابتدا با ترازوی با دقت 

استریل حاوی آب دیونیزه  هاییوبتیکروم

ی خوببه و با استفاده از ورتکس،  شد یختهر

 قطر های کاغذی استریل با. دیسکشدمخلوط 

از  هرکدامایران( در  ،)پادتن طبمتر میلی 6

تا به آن شد ، قرار داده نظر موردهای ماده رقت

سپس با فشار مختصر، بر روی  آغشته شوند.

قرار داده  MHAکشت جامد  سطح محیط

تجاری  بیوگرام آنتی های یسکد از   شدند.

بیوتیک کلرامفنیکل یآنتآغشته به 

(Chloramphenicol ، در میکروگرم  30غلظت

. سپس شدمقایسه استفاده  برایهر دیسک( نیز 

 انکوبه شدند ساعت 24های مذکور به مدت پلیت

 (. پس ازگرادسانتیدرجه  35±2 )دمای

گر ، قطر ناحیه مهار رشد که نشانانکوباسیون

 1 کش با دقتقدرت مهارکنندگی بود، با خط

ایراجیان و همکاران، )یری شد گاندازهمتر میلی

 .(Balouiri et al., 2016 ؛1391

 

 آزمایش انتشار از حفره آگار

Agar Wellانتشار از حفره آگار )در روش   

Diffusion ) ،همانند روش انتشار از دیسک آگار

. شدساعته باکتریایی استفاده  24از کشت 

با تراکم باکتری  سوسپانسیون میکروبی

LCFU/m 610×1  بر روی سطح محیط کشت

استریل   بسوآمولر هینتون آگار با استفاده از 

سپس با ابتدای پیپت شد. کامل پخش  طوربه 

استریل، در محیط کشت حفره  ایپاستور شیشه
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مشخص  هایغلظتمیکرولیتر از  60و شد ایجاد 

در ها وارد شد. پلیت هاحفرهماده در هر یک از 

 24و به مدت گراد سانتیدرجه  35±2 دمای

شدند و پس از آن، قطر هاله مهار ساعت انکوبه 

یان و ایراج) شدیری گاندازهکش رشد با خط

 .(Balouiri et al., 2016 ؛1391همکاران، 

 

و حداقل  تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی

با استفاده از روش رقیق کردن  غلظت کشندگی

 در محیط مایع

از ماده لیتر گرم در میلیمیلی 100غلظت 

مورد آزمایش در محیط کشت مولر هینتون براث 

و شد ( و در میکروتیوب تهیه MHBاستریل )

 96دوم( از ماده در میکروپلیت رقت سریالی )یک

کره جنوبی(  ،SPLخانه کف تخت استریل )

ساعته باکتریایی با رقت  24ایجاد شد. کشت 

LCFU/m610  میکرولیتر  10و سپس شد تهیه

از سوسپانسیون دو نوع باکتری در هر کدام از 

های فاقد ماده ها ریخته شده و با چاهکچاهک

های حاوی مثبت( و چاهک شاهدضدمیکروبی )

 18-24منفی( پس از  شاهدکشت )فقط محیط

درجه  35±2 ساعت انکوباسیون در دمای

 ,.Schillaci et al)مقایسه شدند گراد سانتی

های فاقد کدورت . اولین ردیف از چاهک(2005

عنوان حداقل غلظت به که حاوی ماده بودند 

 Minimum Inhibitoryمهارکنندگی )

Concentration: MIC .در نظر گرفته شد )

از اولین چاهک فاقد میکرولیتر  100 مقدار

های با غلظت بیشتر ( و از چاهکMICکدورت )

و بر روی محیط شد نظر، برداشته  ماده مورد

کشت سطحی داده شد. پس از  MHAکشت 

ها مورد ارزیابی قرار ساعته، پلیت 24انکوباسیون 

و کمترین غلظتی از ماده که باعث عدم  گرفتند

عنوان حداقل شد به تشکیل کلونی باکتری 

 Minimum Bactericidalغلظت کشندگی )

Concentration: MBC در نظر گرفته شد )

 Balouiri et  ؛1391ایراجیان و همکاران، )

al., 2016). 

 

ارزیابی تشکیل بیوفیلم دو سویه باکتری مورد 

 آزمایش

ساعته   24 کشت  ابتدا   منظور،  این برای 

و  L. monocytogenesاز دو سویه باکتریایی 

V. parahaemolyticus  آماده و تراکم

تهیه شد. سپس  LCFU/m610باکتریایی 

نظر در چند تکرار و در  های باکتریایی مدیهسو

استریل،  های میکروتیترپلیت کف تختچاهک

ساعت  48و  24های زمانی تلقیح و در بازه

با استفاده از روش ند و شد انکوباسیون

آمیزی با محلول کریستال ویوله مورد رنگ
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هایی که فقط با ارزیابی قرار گرفتند. چاهک

منفی  شاهدعنوان به پر شده بودند محیط کشت 

. پس از دوره انکوباسیون، نددر نظر گرفته شد

ها با استفاده از بافر فسفات نمکی چاهک

(Phosphate-Buffered Saline: PBS )

 شده،و به آرامی شستشو  طی سه نوبتاستریل 

محلول کریستال ویوله میکرولیتر  100با افزودن 

 10-15دود آمیزی شدند و حدرصد رنگ 1/0

آن قرار گرفتند. سپس با در معرض دقیقه 

شستشوی آرام هر میکروپلیت، رنگِ اضافه آن 

به ها در دمای محیط و و میکروپلیت شدتخلیه 

تا خشک شوند. بعد از  ندوارونه قرارگرفت صورت

 100ها این مدت، به هر کدام از چاهک

تا شد اضافه درصد  30اسید استیک میکرولیتر 

در آن حل  به بیوفیلم میکروبی شده متصلرنگ 

مقدار نانومتر  540 موجطول. سپس در شود

 ،Epoch)با دستگاه الایزاریدر ها آنجذب 

Biotek، خوانده و با یکدیگر مقایسه  (آمریکا

 شدند.

 

ارزیابی اثر بازدارندگی فاز آلی بر تشکیل بیوفیلم 

 های باکتری به روش کریستال ویولهسویه

از فاز آلی لیتر گرم در میلیمیلی 100 غلظت

استریل و در  MHBنظر در محیط کشت  مورد

دوم( از و رقت سریالی )یکشد میکروتیوب تهیه 

استریل  خانه کف تخت 96اده در میکروپلیت م

از سوسپانسیون میکرولیتر  10ایجاد شد. سپس 

در هر  LCFU/m610دو سویه باکتری با تراکم 

ساعت  48ها ریخته و پس از کدام از چاهک

گراد سانتیدرجه  35±2 انکوباسیون در دمای

های فاقد ماده مقایسه شدند. چاهک

های حاوی مثبت( و چاهک شاهدضدمیکروبی )

عنوان شاهد به منفی(  شاهدفقط محیط کشت )

 گرفته شدند.  در نظر

ها شستشو پس از دوره انکوباسیون، چاهک

آمیزی شدند. رنگو با محلول کریستال ویوله 

ها بر روی سطح پس از شستشو، میکروپلیت

محیط قرار  وارونه در دمای صورتبه صاف و 

تا خشک شوند.  با افزودن اسید استیک  ندگرفت

درصد، رنگ چسبیده به بیوفیلم میکروبی  30

مقدار نانومتر  540 موجطولشد و سپس در حل 

با  و خواندهتوسط دستگاه الایزا ریدر جذب 

های اولین ردیف از چاهک کدیگر مقایسه شدند.ی

حاوی ماده که فاقد رنگ بودند و عدد جذب آن 

عنوان به منفی بود  شاهدمشابه عدد جذب 

بیوفیلم  حداقل غلظت مهارکنندگی تشکیل

 Minimum Biofilm Inhibitor) میکروبی

Concentration: MBIC .در نظر گرفته شد )

اولین چاهک فاقد رنگ از میکرولیتر  100مقدار 

(MBICو از چاهک ) های با غلظت بیشتر ماده
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کشت نظر، برداشته و بر روی محیط مورد

(MHA کشت سطحی داده شدند. پس از )

ها مورد ارزیابی قرار ساعته، پلیت 24انکوباسیون 

و کمترین غلظتی از ماده که باعث عدم  گرقتند

عنوان حداقل شد به تشکیل کلونی باکتری 

( MBBC) ظت کشندگی بیوفیلم میکروبیغل

 ;Schillaci et al., 2005)در نظر گرفته شد 

Schillaci et al., 2008; Das and Dash, 

2014). 

 

بر تشکیل بیوفیلم  ارزیابی اثر بازدارندگی

 MTT به روش های باکتریاییسویه

یستال ویوله، کرآمیزی با مشابه روش رنگ

کشت  های سریالی فاز آلی به همراه محیطرقت

های میکروپلیت مایع حاوی باکتری در چاهک

ساعت انکوباسیون،  48یح و پس از تلقخانه  96

استریل شستشو  PBSها با محتویات چاهک

درجه  37 ها در دمایو پلیتشد داده 

کدام  هر  به  سپس   دند.ش خشک  گراد سانتی

فسفات  بافر  میکرولیتر   100 ها چاهک از 

رنگ  محلول زردمیکرولیتر  5همراه نمکی به 

Methylthiazol) تیازوتترازولیومماده متیل  

Tetrazolium: MTT گرم میلی 5( با غلظت

. بعد از آن شدهر چاهک اضافه  بهلیتر در میلی

گراد درجه سانتی 37ساعت در دمای  1به مدت 

های یمآنزانکوبه شد که طی این مدت، 

های زنده، باعث شکست ماده هیدروژناز باکترید

MTT و رسوب فورمازین بنفش غیرمحلول 

(Insoluble Purple Formazan) ند. به شد

ها، مخلوط ایزوپروپیل الکل و هر کدام از چاهک

تا حل شوند. سپس شد اضافه  X-100ترایتون 

مقدار جذب نوری با نانومتر  570 موجطولدر 

خوانده شد نانومتر  630زمینه فیلتر پس

(Schillaci et al., 2005; Schillaci et al., 

2008). 

 

ارزیابی اثر بازدارندگی فاز آلی بر تشکیل بیوفیلم 

  فلورسانسهای باکتریایی به روش سویه

ی هارقتمشابه روش کریستال ویوله، 

مختلف ماده به همراه محیط مایع حاوی باکتری 

خانه تلقیح و پس  96های میکروپلیت در چاهک

 درجه 35±2دمای ساعت انکوباسیون در  48از 

استریل  PBSها با محتویات چاهکگراد، سانتی

 1 ها. سپس به هر کدام از چاهکشدشستشو 

 SYTO 9 فلورسانسمحلول میکرومول در لیتر 

دقیقه  15در محیط تاریک به مدت  ،شداضافه 

سپس در زیر میکروسکوپ  و قرار داده شد

ژاپن( ، Ti-S ،Nikon)اینورت فلورسانس 

 ,Schillaci et al., 2008, 2010)شد مشاهده 

2012). 
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 ارزیابی فعالیت همولیتیک 

برای ارزیابی فعالیت همولیتیک 

(Haemolytic Activity Assay)،  فاز آلی با

در سرم لیتر گرم در میلیمیلی 100غلظت 

ساعته باکتری با  24فیزیولوژی استریل و کشت 

 از روش این . درشدتهیه  LCFU/m610تراکم 

حاوی ( Blood Agar) بلاد آگار کشت محیط

با استفاده از سر  .شد خون گوسفندی استفاده

هایی در محیط پیپت پاستور استریل، چاهک

از میکرولیتر  50مقدار به آن و شد کشت ایجاد 

فاز آلی محلول، باکتری و مخلوط فاز آلی و 

درجه  37. سپس در دمای شدباکتری تزریق 

و در شد ساعت انکوبه  18و به مدت گراد سانتی

نهایت مورد بررسی قرار گرفت و شعاع هاله ایجاد 

 .شدگیری شده، اندازه

 

 هاتجزیه و تحلیل داده

 آزمونها از به منظور تعیین همگنی داده

Kolmogorov-Smirnov  با استفاده از

انجام شد. مقایسه میانگین  SPSS 16 افزارنرم

لیل واریانس حت تیمارها به کمک آزمون

آزمون سپو ( One way-ANOVAطرفه )یک

( P<05/0) درصد 95اطمینان دانکن در سطح 

 . انجام شد

 

 نتایج

 تعیین مقدار پروتئین

و  یفاز آب یت،سلوموس یبرا ینپروتئ قدارم

زن به دست آمده از توتیای دریایی نقب یفاز آل

(Echinometra mathaei )یب با به ترت

 درصد 08/74و  16/26، 02/61 میانگین

د که فاز آلی یا استونیتریلی از شمحاسبه 

بیشترین محتوای پروتئینی برخوردار بود و فاز 

 داشتآبی کمترین مقدار پروتئین را 

(05/0>P). 

 

های آزمایش میکروبی بر روی عصاره نتایج

 سلومی استخراج شده از توتیا

 آزمایش انتشار از دیسک در محیط آگار

نتایج ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی 

سلوموسیت، فاز آبی و فاز آلی یا استونیتریلی که 

 ،هر کدام در غلظت مشخص تهیه شده بودند

ساعت انکوباسیون، حاکی از آن بود  24پس از 

که فاز آلی بیشترین قطر هاله عدم رشد و فاز 

(. 1جدول ) را داشتآبی کمترین قطر هاله 

باکتری  برای  ظت غل هر  در  هاله  قطر  میانگین 

V. parahaemolyticus  در مقایسه با باکتری

L. monocytogenes   همچنین، بودبیشتر .

فاز آلی در لیتر گرم در میلیمیلی 100غلظت 

بیوتیک تجاری کلرامفنیکل یآنتمقایسه با 
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در هر دیسک( از قدرت میکروگرم  30)غلظت 

مهارکنندگی بیشتری برخوردار بود. با توجه به 

 که قطر هاله ضعیفی برای فاز آبی در غلظت این

تشکیل شده بود، لیتر گرم در میلیمیلی 100

گرم در میلی 400ی بالاتر تا هاغلظتمجدد 

مورد ارزیابی قرار گرفت و اگرچه کمی لیتر میلی

یر معناداری  بر بازدارندگی ثاتتر بود ولی یقو

 (.1 1 شکل؛ P>05/0)ها نداشت رشد باکتری

 

 آزمایش انتشار از حفره در محیط آگار

نتایج آزمایش انتشار از حفره در آگار مربوط 

دهد که با یمنشان  2 جدولبه سه نمونه در 

افزایش غلظت ماده، بر میزان بازدارندگی رشد 

ها افزوده شد. فاز آلی از میانگین قطر باکتری

 (P<05/0) هاله عدم رشد بیشتری برخوردار بود

یت فاز آبی قرار نها درسلوموسیت و  آن از پسو 

لیتر گرم در میلیمیلی 100 هایغلظت. داشت

ی در تربزرگفاز آلی باعث ایجاد قطر هاله 

 .شدبیوتیک تجاری کلرامفنیکل یآنتمقایسه با 

 

بررسی حداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی با 

 روش رقیق کردن در محیط مایع

با توجه به این که فاز استونیتریلی یا آلی از 

در  ،ضدمیکروبی برخوردار بودترین خاصیت یقو

 100دوم تهیه شده از غلظت رقت سریالی یک

 انکوباسیون،  از  پس  که  لیتر میلی در  گرم میلی

 

 زن: نتایج آزمایش انتشار از دیسک در آگار برای عصاره سلومی توتیای دریایی نقب1جدول 

 انحراف معیار( ± )میانگین

 دیسک باکتری

 (mm)قطر هاله عدم رشد 

غلظت 

mg/mL25 

غلظت 

mg/mL50 

غلظت 

mg/mL100 

کلرامفنیکل 

(µg30) 

Vibrio parahaemolyticus 19±3 8±2 - - سلوموسیت 

 18±2 7±2 - - فاز آبی 

 19±2 23±2 18±1 15±1 فاز آلی 

Listeria monocytogenes 19±3 7±2 - - سلوموسیت 

 18±2 7±1 - - فاز آبی 

 18±2 20±3 17±2 13±1 فاز آلی 

 دهنده عدم تشکیل هاله در اطراف دیسک است.نشان «-»علامت 
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 Vibrio parahaemolyticus Listeria monocytogenes 

 سلوموسیت

  

 فاز آبی

  

 فاز آلی

  

 زنانتشار از دیسک در آگار برای مایع سلومی توتیای دریایی نقب: نتایج آزمایش 1 شکل
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 زن: نتایج آزمایش انتشار از حفره در آگار برای عصاره سلومی توتیای دریایی نقب2 جدول

 انحراف معیار( ±)میانگین 

 دیسک باکتری

 (mm)قطر هاله عدم رشد 

غلظت 

mg/mL25 

غلظت 

mg/mL50 

غلظت 

mg/mL100 

کلرامفنیکل 

(µg30) 

Vibrio parahaemolyticus 20±2 14±2 10±2 8±2 سلوموسیت 

 19±3 8±2 - - فاز آبی 

 20±2 25±2 21±2 16±2 فاز آلی 

Listeria monocytogenes 18±2 12±2 9±2 7±2 سلوموسیت 

 18±2 7±2 - - فاز آبی 

 20±2 22±2 18±2 15±2 فاز آلی 

 است. چاهک دهنده عدم تشکیل هاله در اطرافنشان «-»علامت 

 

کدورت آن مورد ارزیابی قرار گرفت، در غلظت 

لیتر برای هر دو نوع گرم در میلیمیلی 25/6

باکتری فاقد کدورت بود و پس از کشت، 

ی مربوط به این غلظت و هاچاهکمحتوای 

 5/12داد که غلظت های بالاتر نشان غلظت

لیتر باعث کشندگی کل گرم در میلیمیلی

 ها شد و کلونی مشاهده نشد.باکتری

 

باکتری مورد  هیسو دوارزیابی تشکیل بیوفیلم 

 آزمایش به روش کریستال ویوله

های یباکترنتایج ارزیابی تشکیل بیوفیلم 

  محلول  با  یزی آمرنگ از  پس  خالص 

          باکتری  که  داد  نشان  ویوله  کریستال 

L. monocytogenes  ساعت قادر به  24پس از

 که باکتری گرم یحال در .تشکیل بیوفیلم بود

این توانایی را  V. parahaemolyticusمنفی 

ساعت  48در این بازه زمانی نداشت ولی پس از 

 (.2شکل بیوفیلم تشکیل داد )

 

ارزیابی اثر بازدارندگی فاز آلی بر تشکیل بیوفیلم 

 های باکتری به روش کریستال ویولهسویه

های باکتریایی نتایج بررسی وضعیت بیوفیلم

 قرارگرفتهکه در معرض فاز آلی یا استونیتریلی 

 5/12بودند نشان داد که این ماده از غلظت 

لیتر باعث مهار کامل بیوفیلم گرم در میلیمیلی

 درصد 50حدود  25/6شد و در غلظت  هاباکتری
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 بهدرصد  125/3این روند تا غلظت  .آن مهار شد

( و در P<05/0) داری کاهش یافتمعنی طور

ادامه فاقد توان در کنترل رشد بیوفیلم بود 

 .(3 )شکل

 

 الف ب

  

 24وضعیت تشکیل بیوفیلم پس از الف( : نتایج ارزیابی تشکیل بیوفیلم به روش کریستال ویوله. 2شکل 

 .ساعت انکوباسیون 48وضعیت تشکیل بیوفیلم پس از . ب( ساعت انکوباسیون

 

 
زن به روش کریستال یله فاز آلی توتیای دریایی نقبوس به: درصد مهارکنندگی بیوفیلم میکروبی 3شکل 

. حروف هستنددار (. حروف انگلیسی متفاوت، بیانگر وجود اختلاف معنیانحراف معیار ±میانگین ویوله )
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و حروف  Vibrio parahaemolyticusهای مختلف فاز آلی بر بیوفیلم باکتری مقایسه اثر غلظت برایبزرگ 

 .هستند Listeria monocytogenesهای مختلف فاز آلی بر بیوفیلم باکتری مقایسه اثر غلظت برایکوچک 

 

بر تشکیل بیوفیلم فاز آلی ارزیابی اثر بازدارندگی 

 MTTهای باکتری به روش سویه

مانی و یر فاز آلی یا استونیتریلی بر زندهثات

 5/12مهار تشکیل بیوفیلم نشان داد که از رقت 

به بالاتر باعث حذف و لیتر گرم در میلیمیلی

و در نتیجه بازدارندگی تولید  هانابودی باکتری

 25/6و در غلظت شد بیوفیلم در این دو باکتری 

ها را آندرصد  50حدود لیتر گرم در میلیمیلی

که با کاهش غلظت ماده، این قابلیت  کردکنترل 

 (.4شکل به حدود صفر رسید )

 

بر بیوفیلم میکروبی فاز آلی ارزیابی اثر تخریبی 

 شده به روش کریستال ویولهتشکیل

ساعت در میکروپلیت  48به مدت  هاباکتری

خانه در شرایط ساکن کشت شدند و سپس  96

ی سریالی به هارقتفاز آلی یا استونیتریلی در 

روزه و  که نتایج پس از تیمار یکشد آن اضافه 

ویوله یزی با محلول کریستالآمرنگ آن از پس

تری بر تخریب یقونشان داد که فاز آلی اثر 

در  V. parahaemolyticusبیوفیلم باکتری 

داشت. در  L. monocytogenesمقایسه با 

 50حدود لیتر گرم در میلیمیلی 5/12غلظت 

 هایغلظتولی در  .کرددرصد تخریب ایجاد 

یافت   یشافزا  مراتب به  آن  اثرگذاری  بیشتر 

لیتر میلی در  گرم میلی  100 غلظت  در  و 

تخریب کند  بیوفیلم را کامل  طوربه توانست 

  باکتری روی  بر  آن  اثر   اگرچه . (5شکل )

V. parahaemolyticus بود ولی  بیشتر

 (.P>05/0داری مشاهده نشد )یمعناختلاف 

 

بر بیوفیلم میکروبی فاز آلی ارزیابی اثر تخریبی 

 فلورسانسشده به روش  تشکیل

و لیتر گرم در میلیمیلی 25/6 هایغلظت

تر توانایی تخریب بیوفیلم در دو گونه باکتری کم

کامل توسط  طوربه و میکروپلیت  شتندرا ندا

های ها پوشانده شد ولی غلظتبیوفیلم باکتری

 5/12 هایغلظتبیشتر بر بیوفیلم اثرگذار بود. 

لیتر فاز آلی نشان داد گرم بر میلیمیلی 100تا 

شد شده، تخریب  یجاداکه بخش اعظم بیوفیلم 

 طوربه لیتر گرم در میلیمیلی 100 و غلظت

 کردرا تخریب  هاهای باکتریکامل بیوفیلم

(.  6 شکل)
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 MTTزن به روش یله فاز آلی توتیای دریایی نقبوس به: درصد مهارکنندگی بیوفیلم میکروبی 4شکل 

هستند. حروف بزرگ دار انحراف معیار(. حروف انگلیسی متفاوت، بیانگر وجود اختلاف معنی ±)میانگین 

و حروف کوچک  Vibrio parahaemolyticusهای مختلف فاز آلی بر بیوفیلم باکتری برای مقایسه اثر غلظت

 هستند. Listeria monocytogenesهای مختلف فاز آلی بر بیوفیلم باکتری برای مقایسه اثر غلظت

 

 
 زن به روش کریستال ویولهیله فاز آلی توتیای دریایی نقبوسبه: درصد تخریب بیوفیلم میکروبی 5شکل 

دار هستند. حروف بزرگ انحراف معیار(. حروف انگلیسی متفاوت، بیانگر وجود اختلاف معنی ±)میانگین 

و حروف کوچک  Vibrio parahaemolyticusهای مختلف فاز آلی بر بیوفیلم باکتری برای مقایسه اثر غلظت

 هستند. Listeria monocytogenesهای مختلف فاز آلی بر بیوفیلم باکتری اثر غلظتبرای مقایسه 
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آلی توتیای  یله فازوس بهتخریب بیوفیلم میکروبی دو سویه باکتری  : عکس فلورسانس مربوط به6 شکل

بیانگر تیمار  Lو حرف  Vibrio parahaemolyticusبیانگر تیمار حاوی باکتری  Vزن. حرف دریایی نقب

: تیمار حاوی غلظت V2و  L2: تیمار فاقد ماده آلی؛ V1و  L1. است Listeria monocytogenesحاوی باکتری 

.فاز آلی لیترگرم در میلیمیلی 100: تیمار حاوی غلظت V3و  L3فاز آلی؛  لیترگرم در میلیمیلی 5/12

 

 

  

L1 V1 

L2 V2 

L3 V3 
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 نتایج ارزیابی فعالیت همولیتیک 

ن که فاز آلی از بیشترین میزا با توجه به این

خاصیت ضدمیکروبی برخوردار بود به همین 

جهت فعالیت همولیتیک آن مورد ارزیابی قرار 

 100)گرفت. فاز آلی با بیشترین غلظت 

ه یی و پس از دورتنهابه  (لیترمیلیگرم در میلی

از  هرکدامتغییری ایجاد نکرد، اما  انکوباسیون

 یدرصورت. شدندن ها باعث همولیز خوباکتری

 شکاهکه با افزودن فاز آلی به باکتری، قطر هاله 

ی قرمز هاگلبولیافت و منجر به کاهش همولیز 

 .(3جدول ) شد

 

 بحث

دیگر مهرگان خارپوستان دریایی همچون بی

ند هست از سیستم ایمنی غیراختصاصی برخوردار

(Smith and Davidson, 1992).  اما طی

خص شد که های صورت گرفته، مشپژوهش

های های بیگانه و سلولتوانایی تشخیص بافت

های دارند. بخش اعظم فعالیتنیز مهاجم را 

ایمنی بدن این موجودات در مایع سلومی رخ 

و  (Smith et al., 2006, 2010)دهد می

که مایع سلومی است ها نشان داده بررسی

عاری از آلودگی میکروبی بوده معمولا 

(Wardlaw and Unkles, 1978)  و کلونی

 عدد در 40ندرت به بیش از به ها باکتریایی آن

 Stabili and)رسد لیتر میهر میلی

Canicatti, 1994) شده . همچنین مشخص

که با تزریق باکتری به داخل حفره بدن است 

 Strongylocentrotusهای توتیاهای گونه

droebachiensis  وS. purpuratus  به

 Yui and)سرعت کنترل و حذف شدند 

Bayne, 1983; Płytycz and Seljelid, 

1993). 

 

ها و مخلوط فاز ، باکتریزنمایع سلومی توتیای دریایی نقب آلیهاله ایجاد شده توسط فاز  قطر :3جدول 

 انحراف معیار( ± آلی و باکتری )میانگین

 باکتری
 متر(هاله ایجاد شده )میلی قطر

 باکتری و فاز آلی باکتری فاز آلی

Listeria monocytogenes - a 4/0±14 b 1/0±8 

Vibrio parahaemolyticus - a 7/0±14 b 4/0±8 
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ها که شرایط رشد میکروب با توجه به این

در محیط زندگی توتیاهای دریایی مساعد است 

از سیستم  دبه همین خاطر این موجودات بای

ایمنی قوی برخوردار باشند تا بتوانند در این 

ها دوام بیاورند و دو بخش مهم بدن یعنی محیط

مقاوم باشند  دسطح بدن و داخل بدن بای

(Smith, 2005) به همین علت، این جانوران .

شناسایی ترکیبات  ی برایعنوان منبع مناسببه 

له پپتیدهای ضدمیکروبی ضدمیکروب از جم

های مواد ین دارو و نگهدارندهماتویژه در به

 Solstad et)اند غذایی مورد توجه قرار گرفته

al., 2016) . 

گیری محتوای پس از اندازه، ژوهشپدر این 

سلوموسیت، فاز آبی و فاز آلی، خاصیت  پروتئین

ضدمیکروبی این سه بخش با روش انتشار از 

و ت دیسک و حفره مورد مقایسه قرار گرف

د که فاز آلی با بیشترین محتوای شمشخص 

پروتئینی از بیشترین توان ضدمیکروبی 

و با کاهش میزان پروتئین به  بودبرخوردار 

تیب در سلوموسیت و فاز آبی، خاصیت تر

ضدباکتریایی نیز کاهش یافت. در روش انتشار از 

دیسک، فاز آلی با اختلاف معنادار در مقایسه با 

ولی  .یر ضدباکتری بارزتری نشان دادثات، آن دو

با سلوموسیت و فاز آبی اختلاف معناداری 

یکدیگر نداشتند. همچنین با افزایش غلظت فاز 

نبال آن افزایش میزان پروتئین، بر دبه آلی و 

خاصیت ضدباکتریایی آن افزوده شد که در مورد 

افزایش  با وجودو  فاز آبی این موضوع صادق نبود

، لیترگرم در میلیمیلی 400به  100غلظت از 

تغییر محسوس و معناداری بر افزایش اثرگذاری 

ها نداشت. در روش انتشار از حفره آن بر باکتری

 ،تر بودمشهودتر و واضح ، این اختلافیا چاهک

سلوموسیت   آلی، فاز  ترتیب  به   که  ینحو به 

و فاز آبی خاصیت ضدمیکروبی داشتند و مشابه 

 روش انتشار از دیسک با افزایش غلظت و در

نتیجه افزایش محتوای پروتئینی، بر خاصیت 

انجام   مطالعه شد.  افزوده  آن  ضدمیکروبی 

های مختلف استخراج فرکشنگرفته بر روی 

سبز  توتیای  سلوموسیت  و  پوسته  از  شده 

S. droebachiensis  نشان داد که افزایش

ویژه  به  آن  ضدمیکروبی  خاصیت  بر  پروتئین 

اثر  Vibrio anguillarumبر روی باکتری 

 .(Haug et al., 2002b)مستقیم داشته است 

نوع سلول  هارچها در کل از سلوموسیت

های لرزان سلولها، شامل فاگوسیت

(Vibratile Cells ،)رنگ ی بیهاسلول

(Colorless Cellsو سلول ) قرمزهای کروی 

اند تشکیل شده( Red Spherule Cells) رنگ

تشکیل ها که بخش اعظم آن را فاگوسیت

ها . فاگوسیت(Smith et al., 2010) دهندمی
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 ,.Gerardi et al) دارندنقش اصلی را در ایمنی 

1990; Gross et al., 2000). ی لرزان هاسلول

، حرکت و تحریک مایع شدنمسئول لخته 

 Bertheussen and) هستند سلومی

Seljelid, 1978) ،ی کروی قرمز حاویهاسلول 

 Aهای نفتاکینونی به نام اکینوکروم رنگدانه

د نکه خاصیت ضدباکتریایی دارهستند 

ی هاسلولو  (ج1394سلیمانی و همکاران، )

. هستندرنگ با خواص ایمنی نامشخص کروی بی

، رنگ قرمزی کروی هاسلولها و فاگوسیت

روی  ویژه بربه تری فعالیت ضدباکتری قوی

 Gerardi et) دارندهای گرم منفی باکتری

al.,1990) عدی نشان داد که هر ب مطالعات. اما

نوع سلول در تولید انواع مختلف پپتیدهای هار چ

 . (Li et al., 2014)ضدمیکروبی نقش دارند 

مایع سلومی پس از تخلیه شدن به رنگ 

که پس از سانتریفوژ،  بودرنگ یا صورتی قرمز کم

و رنگ مایع  دکردنی سلوموسیت رسوب هاسلول

د. علت رنگی بودن شتر رویی آن شفاف

 A-ها وجود رنگدانه اکینوکرومسلوموسیت

است  رنگ قرمزهای کروی موجود در سلول

(Coates et al., 2018) پس از استخراج و .

جداسازی دو فاز توسط حلال استونیتریل، فاز 

 ترپررنگتر و فاز آلی یا استونیتریلی آبی کمرنگ

دیگر بود. به دلیل تعداد محدود نمونه توتیا و 

نمونه( در  100حداکثر خارپوستان صید شده )

، پس از جداسازی دیگر انجام گرفته مطالعات

فازهای آبی و آلی با استفاده از حلال 

خیلی  آمده دستبه استونیتریل، مقدار فاز آلی 

کم بود و عنوان شد که به دلیل مقدار ناچیز و 

حلالیت کم آن در آب مقطر، از بررسی آن 

این مطالعات  . از این رو،خودداری شده است

به این  ،انددهشی فاز آبی متمرکز بر روبیشتر 

صورت که با استفاده از فیلترهای سرنگی 

های مختلف را استخراج مخصوص، فرکشن

اند که منتج به بعد با یکدیگر مقایسه کرده ،کرده

استخراج و شناسایی پپتیدهای ضدمیکروبی با 

 مطالعهولی در  .ده استشاین روش استخراج 

ضر مقدار بیشتری نمونه توتیای زنده )حدود حا

مقدار فاز آلی  شدعدد( تهیه شد که باعث  700

و  یابدنیز به نسبت افزایش  به دست آمده

مشخص شد که اگرچه فاز آبی به سرعت در آب 

و در  زدنهمبا نیز ولی فاز آلی  شد،مقطر حل 

-. رنگدانه اکینوکرومشدمدت زمان بیشتر حل 

A  و خاصیت  بوددر آب نامحلول  ییتنهابه

اما با افزودن آب  نداشت.ضدمیکروبی ناچیزی 

دریای حاوی پروتئین پستانداران بر میزان 

کشی در و فعالیت باکتری شدحلالیت آن افزوده 

 های گرم مثبت و منفیبرابر هر دو نوع باکتری

در  ثروم عاملعنوان به این رنگدانه  داشت.
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ر بدن این موجودات های ضدباکتریایی دفعالیت

 ,Service and Wardlaw) شناخته شده است

ه، بررسی انجام شده بر روی علاوبه . (1984

نشان  Strongylocentrotusجنس  توتیاهای

های سلوموسیت این رنگدانه با پروتئین داد که

د و باعث فعالیت ضدباکتریایی کنپیوند برقرار می

 . (Johnson, 1970)د شومی

یابی ژنوم کامل توتیای توالی

Strongylocentrotus purpuratus  منجر به

از  ییزانگشگفتبسیار زیاد و شناسایی تنوع 

شد های ایمنی  در این موجود مولکول

(Hibino et al., 2006; Rast et al., 2006) 

دیگر های بر روی گونه هاژوهشپکه با ادامه 

توتیا، منجر به شناسایی پپتیدهای ضدمیکروبی 

 ;Schillaci et al., 2005)متعددی شد 

Schillaci et al., 2012; Li et al., 2015). 

که فاز آلی از بیشترین  با توجه به این

خاصیت ضدباکتریایی برخوردار بود، در ادامه 

کار، توانمندی این فاز بر بازدارندگی و تخریب 

بیوفیلم باکتری نیز مورد ارزیابی قرار گرفت و 

های مختلف نشان داد که در غلظت نتایج روش

از درصد  50حدود لیتر گرم در میلیمیلی 25/6

تشکیل بیوفیلم باکتریایی ممانعت به عمل آورد 

به بالاتر، جلوی رشد و تکثیر  5/12و از غلظت 

. دشجمعیت باکتریایی به طور کامل گرفته 

ها با ماده مانی باکتریبررسی وضعیت زنده

MTT  نیز نشان داد که این غلظت باعث نابودی

و حتی به صورت پلانکتونی شد ها کامل باکتری

ند. پژوهشی که بر روی دناور نیز دیده نشو یا ش

انجام گرفت  Paracentrotus lividusتوتیای 

ی دالتونیلوک 5نشان داد که فرکشن پپتیدی 

تهیه شده از سلوموسیت باعث ممانعت از تشکیل 

 ,.Schillaci et al)د شوبیوفیلم باکتریایی می

یر ضدبیوفیلم باکتریایی ثات. همچنین (2010

که از  Paracentrin 1پپتید ضدمیکروبی 

بیانگر آن شد گونه استخراج  ینهمسلوموسیت 

باعث عدم  ،است که در دامنه پروتئینی خاص

,.Schillaci et al)د شوتشکیل بیوفیلم می  

دیگر مانند . همچنین در خارپوستان (2014

نیز این  Holothuria tubulosaخیار دریایی 

 ,.Schillaci et al)ده است شویژگی گزارش 

2013). 

اثر تخریبی فاز آلی بر بیوفیلم تشکیل شده 

گرم در میلی 5/12نیز نشان داد که از غلظت 

بیش از نیمی از بیوفیلم ایجاد شده در لیتر میلی

که با شد مقایسه با تیمار بدون ماده، تخریب 

افزایش غلظت آن روند افزایشی به خود گرفت و 

به لیتر گرم در میلیمیلی 100تنها در غلظت 

طور کامل باعث تخریب و حذف بیوفیلم 

ها مانی باکتری. نتایج بررسی زندهشدها باکتری
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رنگ  سبز SYTO9ه از ماده فلورسانس با استفاد

 . یودنیز بیانگر همین موضوع 

ها، یر مناسب فاز آلی بر باکتریثاتبا توجه به 

تواند در رسد که این ماده میمی به نظر

اما  ،فرمولاسیون دارو مورد استفاده قرار گیرد

 ای قبل از استفاده بایدمیزان سمی بودن هر ماده

مون همولیتیک یکی از نظر قرار گیرد که آز مد

. به (Paulsen et al., 2013)است ها این روش

های یر فاز آلی بر همولیز سلولثاتهمین منظور 

یوکاریوتی )خون گوسفند( مورد ارزیابی قرار 

گرفت و آزمایش نشان داد که فاز آلی بر 

 وجود با  و   بود ثیر اتیب قرمز  های گلبول

مخلوط   ها،باکتری توسط  شده  ایجاد  همولیز 

سلولی  همولیز  کاهش  باعث  باکتری  با  آن 

ی مانع از همولیز تا حد و در واقع فاز آلیشد 

مختلفی  عوامل   .شد باکتری  توسط  ها گلبول

خارپوستان  از  همولیتیک  فعالیت   ایجاد  در

ها ده است که شامل پروتئینشگزارش 

(Canicatti and D’Ancona, 1990) ،

، (Hatakeyama et al., 1994)ها لکتین

 ,Bertheussen)کامپلمان  فاکتورهای شبه

 (Iorrizzi et al., 2001)ها و ساپونین (1983

. مقایسه فعالیت همولیتیک اجزای هستند

ها در سه گونه مختلف بدن از جمله سلوموسیت

خارپوست دریایی شامل توتیای دریایی سبز 

Strongylocentrotus droebachiensis ،

و ستاره  Cucumaria frondosaخیار دریایی 

 طوربه شان داد که ن Asterias rubensدریایی 

های مختلف بدن فعالیت همولیتیک کلی، بخش

دارد ولی در توتیای دریایی محدودتر و کمتر 

میزان کمتر  که علت آن را به وجوداست 

ها در مقایسه با دو گونه دیگر نسبت ساپونین

 .(Haug et al., 2002a)اند داده

مطالعه حاضر نشان داد که سلوموسیت 

یت ویژه فاز آلی از خاصبه زن توتیای دریایی نقب

مناسبی برخوردار بود و علاوه بر  اییضدباکتری

 شتمهار بیوفیلم میکروبی توانایی تخریب نیز دا

که رنگدانه به  بودو ماهیت پروتئینی آن واضح 

تواند در های مرتبط با آن میهمراه پروتئین

افزایش قدرت ضدباکتریایی نقش بارزی داشته 

رسد که با نظر میبه  ،رو باشد. از این

جداسازی  ،عصاره سلومی سازی بیشترخالص

فعال و شناسایی ماهیت ترکیبات زیست

توان به منظور استفاده در ها، میشیمیایی آن

 برداری قرار گیرد.ویی مورد بهرهصنایع دار

 

 قدردانی و تشکر

با حمایت مالی معاونت پژوهش پژوهش این 

انجام شده است.و فناوری دانشگاه تربیت مدرس 
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Abstract  

Marine echinoderms, including sea urchins, have a high ability to survive due to 

living in shallow environments that are suitable for growth of microbes. Due to such 

unique characteristics, much attention has been paid to the purification and 

identification of a variety of bioactive compounds, especially antimicrobial peptides. 

Therefore, the present study aimed to investigate the coelomic fluid of the burrowing 

urchin (Echinometra mathaei), as the most abundant species in the Persian Gulf, and 

to extract the aqueous and organic phases from coelomocyte cells by a particular 

solvent. The results of the agar disk and well diffusion assays showed that the organic 

phase had a higher antibacterial activity, which could be attributed to its protein 

content. The organic phase at a concentration of higher than 12.5mg.mL-1 caused 

complete inhibition of the bacterial biofilm, while it destroyed the biofilm completely 

in the concentration of 100mg.ml-1. The organic phase lacked haemolytic activity at 

the concentration of 100mg.ml-1 and even inhibited the red blood cell haemolysis. 

Based on the results, it is suggested that the organic phase extracted from the 

burrowing urchin coelomocyte may be considered for the extraction and 

identification of antimicrobial compounds. 

Key words: Sea Urchin, Echinometra mathaei, Anti-biofilm Activity, Coelomocyte. 
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