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ارزیابی فعالیت آنتی اکسیدانی و سایتوتوکسیک اکتینومایست های بومی ایران 
آزاده علایی1، جواد حامدی*2،3، فاطمه محمدی پناه3، 4، سعید محمدی معتمد5 ، سید مهدی رضایت6 

1- کارشناسی ارشد، گروه میکروبیولوژی، واحد علوم دارویی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران.
2-دانشیار، بخش زیست فناوری میکروبی، دانشکدۀ زیست شناسی، پردیس علوم، دانشگاه تهران، تهران، ایران.

3- کلکسیون ترکیبات زیستی. مرکز پژوهشی فناوری و فراورده های میکروبی دانشگاه تهران، تهران، ایران.
4- استادیار، بخش زیست فناوری میکروبی، دانشکدۀ زیست شناسی، پردیس علوم، دانشگاه تهران، تهران، ایران.

5- استادیار، گروه فارماکوگنوزی، واحد علوم دارویی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران.
 6- استاد، گروه فارماکولوژي، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران.

چکیده 
سابقه و هدف: از بین بیش از 23000 متابولیت ثانویه میکروبی شناخته شده، 42% آنها از اکتینوباکترها جدا شده است. این 
متابولیت های ثانویه فعالیت زیستی وسیعی نظیر فعالیت های ضد  باکتریایی، ضد قارچی، ضد انگلی، ضد ویروسی، ضد تومور، سرکوب 
کننده ایمنی، حشره کش، ضد التهاب، آنتی اکسیدان و دیگر فعالیت ها را دارند. در سال های گذشته پژوهش های متعددی در مورد این 
فعالیت های زیستی در کشور انجام شده است، با این وجود گزارشی در مورد فعالیت آنتی اکسیدانی اکتینومایست های کشور منتشر 

نشده است. هدف این پژوهش بررسی توان تولید آنتی اکسیدان های طبیعی از منابع میکروبی با منشاء بومی است. 
مواد و روش:50 سویه اکتینومایست   بومی ایران، ذخیره شده در مرکز کلکسیون میکروارگانیسم های دانشگاه تهران انتخاب شدند و 
پس از انجام مراحل اسپورزایی، پیش  تخمیر و تخمیر، عصاره مایع تخمیر با اتیل استات استخراج شد. فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره های 
مایع تخمیر بدون حلال، به روش DPPH با استفاده از مقایسه آنتی اکسیدان های اسیدآسکوربیک و BHA مورد ارزیابی قرار گرفت. هم 
چنین سمیت عصاره ها با استفاده از تست آرتمیا مورد بررسی قرار گرفت. سویه های منتخب دارای فعالیت به روش مولکولی شناسایی 

شدند. 
فعالیت  دارای   %20 آنتی اکسیدانی،  فعالیت  فاقد  عصاره ها   %10 اکتینومایست،  عصاره    50 میان  در  که  داد  نشان  یافته ها:نتایج 
فعالیت  دارای  عصاره ها  از   %8  ،)200<IC50<400( متوسط  آنتی اکسیدانی  فعالیت  دارای   %32  ،)<200IC50( بالا  آنتی اکسیدانی 
تست  در  بوده اند.   )IC50600<(پایین بسیار  آنتی اکسیدانی  فعالیت  دارای  عصاره ها  و%30   )400<IC50<600( پایین  آنتی اکسیدانی 
سمیت سنجی بر آرتمیا مشخص شد که 50% عصاره های اکتینومایست فاقد سمیت، 30% از عصاره ها سمیت پایین، 16% از عصاره ها 
سمیت بالا و 4% از عصاره ها سمیت بسیار بالا داشتند. سه سویه منتخب دارای فعالیت آنتی اکسیدانی بر اساس نتایج آنالیز ژن 16–

SrRNAمتعلق به جنس Streptomyces بوده اند.

نتیجه گیری: در بررسی حاضر، از میان50 عصاره ی بررسی شده از نظر خاصیت آنتی اکسیدانی به روش DPPH و فعالیت سمی، 
2 سویه 1054UTMC و 1166UTMC دارای فعالیت آنتی اکسیدانی مشابهی نسبت به BHA و سمیتی کمتر از آن را نشان دادند. 
ترکیبات  به  دستیابی  امید  ترتیب  بدین  داشتند،  آسکوربیک  اسید  به  نسبت  بالاتری  آنتی اکسیدانی  فعالیت  عصاره ها  این  هم چنین 
آنتی اکسیدان موثر و فاقد اثرات سمی در میان اکتینومایست های بومی ایران وجود دارد. این ترکیبات به طور قابل توجهی می توانند 

قابل رقابت با آنتی اکسیدان های مصنوعی نظیر BHA در صنایع غذایی و دارویی  باشند. 
کلمات کلیدی اکتینومایست، آنتی اکسیدان، DPPH ، تست آرتمیا
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مقدمه 
تولید  از  جلوگیری  با  که  هستند  ترکیباتی  آنتی اکسیدان ها  

رادیکال های آزاد و یا تبدیل آنها به اشکالی با فعالیت کمتر، تهدید 
می برند)25(.  بین  از  سلول ها  حیات  برای  را  آزاد  رادیکال های 
آنیون  رادیکال  زیادی  میزان  بدن،  در  التهابی  فرایندهای  در 
و  ماکروفاژها  می شود.  تولید  فاگوسیت ها  توسط  سوپراکسید 
رادیکال های  میکروارگانیسم ها  برابر  در  دفاع  برای  نوتروفیل ها 
به  استرس اکسیداتیو  تولید می کنند.   H2O2 و  آزاد سوپراکسید 
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 Reactive(وجود آمده، ناشی ازگونه های واکنش دهنده اکسیژن
oxygen species(، نقش  بسیار مهمی را درگسترش بیماری های 

مختلف نظیر بیماری های آلزایمر، پارکینسون و شیزوفرنی ایفا 
می کنند، درچنین شرایطی حضور آنتی اکسیدان ها برای تعدیل 
برای  و  تولید شده اند  آزاد  رادیکال های  واکنش هایی که در آن 
و  اکسیژن  دهنده  واکنش  مضرگونه های  اثرات  از  جلوگیری 
جلوگیری از آسیب به سلول های ایمنی، ضروری می باشد)29(.

آنتی اکسیدان ها به عنوان داروی ضد پیری، ضد سرطانی، درمان 
بیماری  میتوکندریایی،  بیماری های  قلبی-عروقی،  بیماری های 
بیماری  نظیر  اعصاب  کننده  تخریب  بیماری های  و  هانتیگتون 
پارکینسون استفاده می شوند. به علاوه تجویز خوراکی برخی از 
آنتی اکسیدان ها مکمل افزایش انرژی وتقویت سیستم ایمنی می 

باشد)23،7(.
مرکز کنترل و نظارت بر محصولات غذایی، آنتی اکسیدان ها را 
آنها  افزودنی های غذایی طبقه بندی کرده است، و  تحت عنوان 
را مواد محافظت کننده غذا، عنوان می کند. بیشتر مطالعات بر 

روی آنتی اکسیدان ها در غذاها، بر تاخیر اکسیداسیون لیپیدی
فساد  و  تجزیه  انداختن  تاخیر  به  طریق  از  که  می کند،  تاکید 
عمل  می باشد،  آنتی اکسیدان ها  وظیفه  که  غذایی  مواد 
می نمایند)33،9(. در مجموع آنتی اکسیدان ها کاربردهای فراوان 

دارویی و غذایی دارند)3(.
و  میوه ها  حبوبات،  طبیعی،  آنتی اکسیدان های  اولیه  منابع 
غذایی  آنتی اکسیدان های  عنوان  تحت  که  می باشد،  سبزیجات 
کاهش  را  بیماری ها  بالقوه ای  طور  به  و  شده اند  شناسایی 
مصنوعی  آنتی اکسیدان  های  اینکه  به  توجه  با  می دهند. 
و   )BHT)Butylated hydroxytolueneنظیر استفاده  مورد 
و  کارسینوژن  می توانند   )BHA)Butylated hydroxyanisole

باشند، در طول دو دهه اخیر تمایل  هم چنین هپاتوتوکسیک 
از  آنتی اکسیدان ها  تولید  برای  طبیعی  منابع  از  استفاده  برای 
سوی مصرف کنندگان افزایش یافته و توجه بسیار زیادی را به 

خود معطوف داشته  است)7(.
در بیش از 75 سال گذشته، ترکیبات مشتق شده از محصولات 
طبیعی منجر به کشف داروهای زیادی برای درمان بسیاری از 
بیماری های انسانی شده است. از سویی دیگر امروزه تولید طبیعی 
گیاهان،  مانند  زنده  ارگانیسم های  از طریق  ترکیبات شیمیایی 

حیوانات و میکروارگانیسم ها امکان پذیرگشته است)27(. 
هتروتروف،  و  مثبت  گرم  های  باکتری  اکتینومایست ها 
بازهای  محتوای  متحرک هستند.  غیر  و  هوازی  میله ای شکل، 
نیتروژن دار سیتوزین و گوانین در DNA اغلب اکتینومایست ها، 
 %63-%78 محدوده  در  اغلب  و  باکتری ها  سایر  از  بیشتر 

غالب  استرپتومایسس ها  اکتینومایست ها،  میان  در  است. 
non-(استرپتومایسسی غیر  اکتینومایست های  و  هستند. 

می شوند  نامیده  کمیاب  اکتینومایست های   ،)streptomycetes

که نزدیک 100 جنس را شامل می شوند )26،28(.
اکتینومایست ها باکتری های گرانبهایی در بیوتکنولوژی هستند 
اقتصادی  ارزش  با  ثانویه  متابولیت های  تولید  برای  آنها  از  که 
بالا بهره برداری می شود. اکتینومایست ها بخاطر توانایی شان در 
تولید آنتی بیوتیک ها به خوبی شناخته شده اند و اخیراً به عنوان 
نادر  تنوع شیمیایی  با  برای محصولات طبیعی  مهم  منبع  یک 

مطرح شده اند)27(. 
فیزیولوژی  و  تکثیر  رشد،  مورفولوژی،  لحاظ  به  باکتری ها  این 
آنتی  از   %85 از  بیش  هستند.  باکتری ها  سایر  از  متمایز 
بیوتیک هایی که به طور طبیعی تولید می شوند و تا به حال کشف 
شده اند توسط اکتینومایست ها فراهم می شود و هنوز هم به علت 
تنوع در میان جمعیت های باکتریایی و توانایی تولید ترکیبات 
شیمیایی جدید، به عنوان یک منبع غنی از متابولیت های دارای 
دلیل  به  اکتینومایست ها  زیستی جدید مطرح هستند.  فعالیت 
توانمندی های خارق العاده ای که در تولید مواد فعال زیستی نظیر 
بسیار  فناوری  زیست  لحاظ  از  دارند،  آنزیم ها  و  آنتی بیوتیک ها 

حائز اهمیت می باشند)34(.
واسطه  به  میکروارگانیسم ها  طریق  از  تولید  اینکه  به  باتوجه 
داشتن پتانسیل زیاد هم در مرحله بازده تولید و هم در مرحله 
تنوع گونه های مولکولی، مقرون به صرفه تر از سایر منابع زیستی 
است، امروزه غربالگری متابولیت های میکروبی دارای فعالیت های 
زیستی، توجه محققین زیادی را به خود جلب کرده است. هم 
چنین تحقیق در زمینه کشف آنتی اکسیدان با کاربرد دارویی نیز 

حائز اهمیت است)8(.
با  آنتی اکسیدان ها  فعالیت  زمینه  در  زیادی  پژوهش های 
زمینه  در  اندکی  تحقیقات  اما  است  شده  انجام  گیاهی  منشا 
آنتی اکسیدان های میکروبی انجام شده است. مطالعه حاضر اولین 
اکتینومایست های  آنتی اکسیدانی  فعالیت  خصوص  در  گزارش 
فعالیت  ارزیابی  مطالعه  این  از  هدف  می باشد.  ایران  بومی 
آنتی اکسیدانی و مضرات فیزیولوژیکی عصاره های اکتینومایست 
 ،BHA( دسترس  در  تجاری  آنتی اکسیدان های  با  ایران  بومی 

اسیدآسکوربیک و آلفاتوکوفرول( است.
مواد و روش ها 

تهیه عصاره
دراین پژوهش 50 جدایه اکتینومایست که با نشان های زیر به 
صورت منجمد در نیتروژن مایع در کلکسیون میکروارگانیسم ها، 
مرکز پژوهشی فناوری ها و فراورده های میکروبی دانشگاه تهران 
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نگهداری می شوند به صورت تصادفی انتخاب شدند. 
 ,1011UTMC  ,103UTMC  ,102UTMC  ,101UTMC

 ,1042UTMC ,1037UTMC ,1034UTMC ,1029UTMC

1,1052UTMC,1051UTMC,1046UTMC,1045UTMC

 ,1062UTMC  ,1057UTMC  ,1055UTMC,053UTMC

1,1069UTMC,1067UTMC,1066UTMC,1063UTMC

1,1110UTMC,1107UTMC,1106UTMC,102UTMC

1,1130UTMC,1124UTMC,1116UTMC,115UTMC

1-,1137UTMC,1135UTMC,1133UTMC,130UTMC

1,1009UTMC,1142UTMC,1139UTMC,138UTMC

 ,1155UTMC,1054UTMC,1154UTMC  ,151UTMC

 ,1162UTMC,1159UTMC,1158UTMC,1156UTMC

 ,1175UTMC  ,1173UTMC,1166UTMC,1164UTMC

.1120UTMC ,UTMC 1177
این جدایه ها به منظور فعال سازی و تهیه اسپور، بر روی محیط 
Agar ISP2 کشت داده شدند و به مدت 10-7 روز در دمای 

28oC گرماگذاری شدند.
تهیه پیش کشت 

در   50ml میزان  به   Broth  ISP2 ازمحیط  کشت  پیش  برای 
مدت  به  فلاسک ها  سپس  شد.  استفاده   250  ml فلاسک های 
 200rpm 28 با دورoC 48 ساعت در شیکر انکوباتور در دمای

گرماگذاری شد )25،23(.
تهیه محیط تخمیر 

گرفت.  قرار  استفاده  مورد  تخمیر  برای   Broth  ISP2  محیط
 250 ml به  m 12/5 محیط پیش کشت،  درشرایط آسپتیک 
)به  شد  تلقیح  لیتری   1 فلاسک های  در  تخمیر  کشت  محیط 
دمای  در  روز   7 مدت  به  فلاسک ها  سپس   .)%5  =v/v میزان 
با دور rpm 200 گرماگذاری شد.  انکوباتور  28oC روی شیکر 
 rpm دور  با  دقیقه   10 مدت  به  تخمیر  کشت  محیط  سپس 
برابر حجم مایع تخمیر،  4000 سانتریفیوژ شد و به میزان دو 
برروی  به مدت 2 ساعت  و  افزوده  شد  استات  اتیل  آلی  حلال 
همزن قرار گرفت. در ادامه فاز رویی ایجاد شده، توسط دکانتور 
فاز زیرین جدا  شد)15،31(. عصاره ها توسط دستگاه تبخیر  از 
کننده دوار )Rotary( در فشار کم و در دمای 40οC تغلیظ شد 
و در فریزر 70οC-، در مرکز کلکسیون ترکیبات زیستی دانشگاه 

تهران )UTBC( ثبت و نگهداری شد)4(.
ارزیابی قدرت مهار کنندگی رادیکال آزاد عصاره  کشت 

اکتینومایست ها
-2-Diphenyl-1,1(روش از  استفاده  با  منظور  این  برای 

 ،DPPH میزان مهار رادیکال های آزاد ، Picrylhydrazyl( DPPH

توسط عصاره ها با استفاده از روش Yamamoto مورد ارزیابی قرار 
گرفت )35(. برای این منظور، محلول هایی با رقت های متوالی 
سنتزی  آنتی اکسیدان های   و  عصاره ها  از   5,10,25,50  µg/ml

از   3 ml تهیه شد. سپس  متانول  اسیدآسکوربیک در  و   BHA

از   1  ml به  مولار(  میلی  )با غلظت 1   DPPH متانولی  محلول 
عصاره افزوده و مخلوط حاصله به شدت مخلوط شد. محلول ها 
به مدت 30 دقیقه در محلی تاریک و در دمای اتاق قرار داده 
شدند و بعد از این مدت جذب آنها در طول موج nm 517 قرائت 
شد. نمونه کنترل شامل متانول و محلول DPPH بود. این تست 

برای هر عصاره سه بار تکرار صورت گرفت.
ارزیابی سمیت عصاره ها توسط روش آرتمیا

 Artemia franciscana(( آرتمیا روش تکثیر و پرورش کیست 
 Goldman در آب نمک دریایی مصنوعی بر طبق دستور العمل
    4/925    ،  NaCl  23 /375 g/l مقادیر  ابتدا  انجام شد)10(. 

، KBr 0/2025    ،CaCl2,2H2O 1/11    ,  MgSO4,7H2O

لیتر   1 در   MgCl2،6H2O  4/0625     ،  KCl  0/745       
 500  mlحاوی بیوراکتور  به  گردید.  استریل  و  حل  مقطر  آب 
آرتمیا  آب نمک دریایی مصنوعی، مقدار 0/1 گرم کیست های 
 28oC اضافه و دمای این بیوراکتور در )Artemia franciscana(

تنظیم شد )20(.
µg/ برای انجام این تست از هر عصاره مقدار رقت های متوالی

ml 5 ,10,20,40 با استفاده ازDMSO تهیه شد، در هر چاهک 

20 لارو آرتمیا اضافه شد. این تست برای هر عصاره دو بار تکرار 
شاهد  عنوان  به  توکوفرول  آلفا  از  تست  این  در  گرفت.  صورت 
ابتدا،  مثبت و از BHA به  عنوان شاهد منفی استفاده شد. در 
تعداد لاروهای مرده  بلافاصله پس از انتقال به چاهک ها در زیر 
میکروسکوپ شمارش شد. هم چنین تعداد لاروهای کشته شده 

بعد از گذشت 18 ساعت نیز شمارش شدند.
شناسایی جدایه های اکتینومیست منتخب

برای شناسایی مولکولی سویه هاي مورد نظر و به منظور استخراج 
 ،)g/l(  5 مخمر  عصاره   LB محیط(  در  ها  سویه  این   ،DNA

تریپتون )g/l( ،10 )g/l( 5 کلرید سدیم  ، pH =7/3( به مدت 
48 ساعت در دماي 28oC و دورrpm 220 رشد داده شدند. پس 
از اطمینان از عدم آلودگي و کامل بودن رشد میسلیومي باکتري 
ها، محیط داخل ارلن را داخل ویال های اپندورف 1/5ریخته و 
به مدت 8 دقیقه با 8000rpm دور سانتریفوژ شد. مایع رویي 
دور ریخته شد و رسوب نهایي به دست آمده 2 بار با آب مقطر 

استریل شسته شد)2(.
استخراج DNA، طبق روش Salting out پیشنهاد شده توسط 
Kieser انجام گرفت)13(. بر روی بیومس داخل ویال اپندورف 

g/l
g/lg/l

g/lg/l
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1/5 استریل، به منظور تخریب سلول ها،
                    Tris-HCl 20mM ، EDTA  25      (   SET  buffer 950 µl 
     pH=8/2 ) NaCl 75 ، بر روی ویال ریخته، ورتکس شد و 
µl 50 لیزوزیم، به آن اضافه شد. ویال 1 ساعت در 37οC قرار 

داده شد. سپس SDS 150 µl 10%، اضافه و ویال 1 ساعت در 
 13500 rpm 60، قرار داده شد سپس ویال بادورοC بن ماري
به مدت 5 دقیقه سانتریفوژ شد. سوپرناتانت حاوي DNA را از 
منتقل  تمیز  ویال  به یک  رویی  فاز  و  زیرین جدا کرده  رسوب 
با نسبت یک به یک  شد. سپس هم حجم آن کلروفرم و فنل 
اضافه و ویال با دور rpm 13500 به مدت 5 دقیقه سانتریفوژ 
شد. فاز رویي به میکروتیوپ جدید منتقل شده و هم حجم آن 
 13500 rpm کلروفرم اضافه شد و ویال به مدت 5 دقیقه با دور
سانتریفوژ شد. مایع رویی درون ویال به یک ویال تمیز منتقل 
شد و یک دهم حجم ویال سدیم استات اضافه شد و سه برابر 
حجم مایع درون ویال، الکل مطلق سرد اضافه شد و به مدت 30 
 rpm 20- قرار داده شد. سپس ویال با دورºC دقیقه در دمای
13500 به مدت 5 دقیقه سانتریفوژ شد. الکل به آرامي خارج 
شد و DNA به صورت رسوب در ته ویال تشکیل شد. در پایان 
DNA با الکل70% شستشو شد و ویال با دور rpm 13500 به 

مدت 5 دقیقه سانتریفوژ شد. سپس الکل خالي شد و در نهایت 
40lµ بافرTE، به درون ویال اضافه شد و در یخچال قرار داده 

شد)14(.
به منظور بررسي موفق بودن عمل استخراجDNA ، الکتروفورز 
با ژل آگارز 0/8% به مدت 30 دقیقه انجام شد. در نهایت ژل با 
محلول اتیدیوم برماید رنگ آمیزي شده و در دستگاه ژل داک، 

باندها مشاهده شد. 
)PCR(انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز

در این پژوهش از دو پرایمر عمومي با نام هاي F9 و R1541 براي 
تکثیر ژن SrDNA-16 استفاده شد. این پرایمر هاي عمومي به 
نوکلئوتید مورد  با طول 1500   SrDNA-16 تکثیر ژن منظور 

استفاده قرار گرفتند.)17(.
  DNA2µl حاوي  است.   25،µl PCR انجام  براي  نهایي  حجم 
آنزیم   12/5  µl پرایمرها،  از  هرکدام  از   1  µl  ، شده  استخراج 
شد.  اضافه   DMSO  1/25  µl نهایت  در  و   Taq master mix

لازم به ذکر است استفاده از DMSOبه دلیل بالا بودن در صد 
باز  بهتر  سبب  ماده  این  که  است  لازم  ها  اکتینومایست   C+G

 95ºC دماي  در  اولیه  دناتوره شدن  باندها مي شود)17(.  شدن 
و به مدت 5 دقیقه بود. 35 چرخه ي تکثیر شامل 10 ثانیه در 
98ºC ، 1 دقیقه درºC 55 ، 5 دقیقه در 72ºC انجام شد. پس 

از این مراحل 5 دقیقه در 72ºC به منظور تکمیل نهایي سنتز 

از  استفاده  با   ،PCR بررسی محصولات  داشته شد.  نگه   DNA

الکتروفورز ژل آگارز 0/8% صورت گرفت. ژن های تکثیر شده و 
مشاهده شده بر روی ژل آگارز در صورت مناسب بودن باندها 
برای توالی یابی، به شرکت Macrogen کره جنوبی ارسال شدند.

تکرارپذیری و آنالیز آماری داده ها
هر یک از داده های ارائه شده حاصل 3 بار تکرار است و برای 
درصد  تعیین  برای  شد.  استفاده   spssافزار نرم  از  آماری  آنالیز 
مهار رادیکال DPPH توسط عصاره از فرمول زیر استفاده گردید.

100*)ODc-)ODs-ODc(/ODc(= ^) آزادرادیکال مهار درصدDPPH(

میزان  و  کنترل  جذب  ترتیب  به   ODsو  ODc رابطه  این  در 
و  عصاره ها  از  یک  هر   IC50 میزان  می باشند.  نمونه  جذب 
 spss)linear افزار  نرم  از  استفاده  با   BHA و  آسکوربیک  اسید 
که  است  عصاره  از  غلظتی   IC50 شد.  سنجیده   )Regression

توانایی مهار 50% از رادیکال های آزاد موجود در محیط را دارد 
ترکیب  باشد عصاره دارای  بنابراین هر چه میزان IC50 کمتر 

آنتی اکسیدان موثرتری می باشد)18(.
برای ارزیابی میزان سمیت عصاره ها بر آرتمیا، فرمول زیرمورد 

استفاده قرار گرفت. 
M=A-B-N/G-N*100

در این رابطه M، A,B,Nو G به ترتیب درصد لاروهای مرده بعد 
از 18 ساعت، تعداد لاروهای مرده بعد از 18 ساعت، میانگین 
تعداد لارو  از 18 ساعت،  بعد  تعداد لارو مرده در شاهد منفی 
مرده قبل از شروع تست و تعداد کل لاروهای آرتمیا می باشند.

تحلیل نتایج تست طبق روش Manilal و Krishnaraju انجام 
فعالیت سمی، %39-%20  فاقد  شد: 19%-0 لارو مرده ، عصاره  
فعالیت  دارای  عصاره    %40-%59 پایین،  سمیت  دارای  عصاره  
بسیار  سمی  فعالیت  عصاره   مرده   لارو   %60 از  بیشتر  و  سمی 

بالایی داشته  است)19،15(.
سویه های   SrDNA-16ژن توالی  فیلوژنتیک  آنالیز 

اکتینومایست منتخب
برای بررسی نتیجه توالی های ژن SrDRNA-16، با استفاده از 
 Chromas ویرایش شد و سپس توسط نرم افزار BioEdit نرم افزار
توالی  مولکولی،  شناسایی  برای  گرفت.  قرار  بررسی  مورد   pro

اطلاعات  داده  پایگاه   ثبت شده در  توالی های  با  برتر  سویه های 
آن  میزان شباهت  و  مقایسه شده   EZTaxon و   NCBI ژنومی 
برای بررسی های  با سویه های مختلف ثبت شده، تعیین شد و 

بعدی ذخیره گردید )5(.
یافته ها

میزان مهار رادیکال آزاد
 50 آنتی اکسیدانی  فعالیت  ارزیابی  مورد  در  شده  ارائه  نتایج 

mM

mM
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جدایه اکتینومایست )جدول 1( نشان می دهد که 10% عصاره ها 
فعالیت  دارای  عصاره ها  از   %20 آنتی اکسیدانی،  فعالیت  فاقد 
آنتی اکسیدانی بالا )200IC50>(، 32% عصاره ها دارای فعالیت 
ازعصاره ها   %8  ،(200<IC50<400) متوسط  آنتی اکسیدانی 
دارای فعالیت آنتی اکسیدانی پایین)IC50<600>400( و %30 
 )IC50<600(عصاره ها دارای فعالیت آنتی اکسیدانی بسیار پایین

می باشند.

 UTMC
number

 UTBC
number

IC50
)µg/ml)

 %DPPH radical
scavenging )dose in µg/

ml )

5 10 25 50
BHA 46/55 8/06 15/42 38/25 49/72
 Acid

ascorbic
106/79 0/45 2/02 9/78 22/19

1166 51 50/15 3/8 5/85 29/57 47/89

1159 52 240 4/5 12/8 24/2 35/5

101 53 0 0 0 0 0

1154 54 5278 2/5 2/61 2/78 2/95

102 55 314/76 0 1/19 3/87 5/59

103 56 302/41 1 2/64 4/58 8/89

1057 85 304/75 0 1/81 2/82 7/97

1054 86 63/27 8/82 9/32 19/79 41/14

1051 88 0 0 0 0 0

1046 89 28/17 1/02 32/78 38/79 88/49

1175 90 346/69 1/8 3/83 5/55 8/58

1173 91 0 0 0 0 0

1177 92 222/88 0 3/65           4/76 11/25

1162 94 582 0 1 1/82 2/4

1124 95 752/83 0 0 1/43 2/87

1164 96 474/03 3/08 3/39 5/46 7/46

1063 271 242/14 0 0/5 3/85 9/32

1066 272 158/05 0 0 7/05 14/1

1067 273 539/81 0/5 0/9 1/45 4/77

1062 274 230/2 0 1/89 4/19 10/34

1069 278 500/35 0 1/57 2/35 4/97

1139 279 361/95 0 0 2/52 6/08

1137 280 355/08 1/55 2/86 5/47 7/92

1110 281 626/68 2/26 2/45 3/58 5/69

1151 282 0 0 0 0 0

1052 283 389/37 3/72 3/72 4/46 9/11

1055 284 976/38 1/11 1/88 2/7 3/55

1045 285 633/46 0 1/03 2/15 3/83

1142 286 150/3 0 1 10/55 14/66

1053 287 477/98 5/88 6/69 7/77 10/22

1158 297 419/73 2/41 2/89 4/4 7/57

1116 298 49/97 0 8 34/48 45/84

1156 299 754/89 1/39 2/23 3/24 4/67

1106 300 304/55 0 1/13 2/8 7/74

1107 301 650/17 0 0 0/8 3/44

1115 302 309/81 0 0 2/01 7/21

1135 303 798 0 0 1/88 2/67

1155 304 591/27 0 1/1 1/4 4/2

1138 305 299/06 0 1/64 3/45 7/97

1131 306 526/35 0 1/11 2/98 4/49

1102 307 272/9 4/98 4/81 7/74 12/25

1130 308 212/95 0 0/71 2/43 10/97

1120 309 51/67 1/35 4/28 5/39 10/01

1009 310 360/7 2/67 2/94 4/57 8/63

1042 311 232/29 2/71 5/72 5/76 13/01

1037 312 0 0 0 0 0

1029 313 199/22 4/33 6/49 7/6 15/51

1011 314 115/84 0 0 4/4 20/5

1133 315 189/09 1/92 5/83 10/16 14/18

1034 316 390/02 0 1/05 3/42 5/94

جدول1- بررسی اثر آنتی اکسیدانی غلظت های مختلف عصاره های کشت 

 .DPPHاکتینومایست ها به روش

دراین سنجشBHA و اسید آسکوربیک به عنوان شاهد مثبت مورد 

استفاده قرارگرفتند.

نتایج ارزیابی سمیت عصاره های کشت اکتینومایست 
عصاره های  حاد  سمیت  اندازه گیری  منظور  به  مطالعه  این  در 
اکتینومایست، میزان مرگ و میر آرتمیا در تماس با غلظت های 
نتایج به صورت درصد کشندگی ذکر  اندازه گیری شد.  مختلف 
و  است  شده  آورده   5،4،3،2 جدول های  در  نتایج  است.  شده 
به ترتیب شامل عصاره های غیرسمی، عصاره های دارای سمیت 
پایین، عصاره های سمی و عصاره های بسیار سمی می باشد. در 
نیز   BHA و  آلفاتوکوفرول  آنتی اکسیدان های تجاری  این تست 
مورد ارزیابی قرار گرفتند. همان طور که مشاهده می شود،%50 
عصاره های اکتینومایست فاقد سمیت، 30% از عصاره ها سمیت 
پایین، 16% از عصاره ها سمیت بالاو 4% از عصاره ها سمیت بسیار 

بالایی داشتند.
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 UTMC
number

UTBC number Percentage of lethality (dose in µg/
ml )

40 20 10 5

α-tocopherol 0 0 0 0

1159 52 0 0 0 0

103 53 0 0 0 0

1057 85 0 0 0 0

1054 86 0/4±4/25 0 0 0

1124 95 0 0 0 0

1063 271 0 0 0 0

1067 273 0 0 0 0

1069 278 0 0 0 0

1139 279 0 0 0 0

1137 280 0 0 0 0

1110 281 0 0 0 0

1151 282 0 0 0 0

1052 283 0 0 0 0

1045 285 0/04±11/97 0/1±7 0 0

1034 316 0 0 0 0

1158 297 0 0 0 0

1156 299 0 0 0 0

1106 300 0 0 0 0

1107 301 0 0 0 0

1131 306 0 0 0 0

1009 310 0 0 0 0

1042 311 0 0 0 0

1029 313 0/6±15 0 0 0

1011 314 0/12±19/15 0 0 0

جدول2-نتایج ارزیابی تست سمیت سنجی غلظت های مختلف عصاره های 

اکتینومایست برآرتمیا.

عصاره های فاقدسمیت برآرتمیا )20%-0(. آلفا-توکوفرول به عنوان شاهد 

مثبت مورد استفاده قرارگرفت.
 UTMC
number

 UTBC
number

) Percentage of lethality )dose in µg/ml

40 20 10 5

1166 51 0/51±22 0/15±51/5 0/43±58/5 0/25±61/45

1154 54 0/12±30/4 0/26±25/42 0/12±4/87 0

102 55 0/2±35/9 0/12±33/22 0/1±26/25 0/51±15/6

1177 92 0/13±33/6 0/25±20/3 0 0

1115 302 0/25±37/52 0/84±26/05 0±14/25 0

1062 274 0/3±23/6 0 0 0

1055 284 0/14±21/1 0 0 0

1142 286 0/25±37/6 0/45±24/1 0/75±10 0

1116 298 0/15±30/2 0 0 0

1135 303 0/21±32/6 1/65±28/8 0 0

1155 304 0/43±20/4 0/42±14/17 0/61±10/2 1/3±4/42

1138 305 0/26±22/32 0 0 0

1130 308 0/62±26/52 1/2±19/17 0 0

1133 315 0/46±24/4 0 0 0

1053 287 0/14±287 0/17±6/37 0 0

جدول3-نتایج ارزیابی تست سمیت سنجی غلظت های مختلف عصاره های 

اکتینومایست بر آرتمیا. 

عصاره های دارای سمیت پایین بر آرتمیا )%40-%20(

 UTMC
number

 UTBC
number

Percentage of lethality (dose in µg/ml )
40 20 10 5

BHA 2/2±59/25 1/3±69/15 0/12±71/35 0/46±78/4

 Acid
ascorbic

0/25±59/25 0 0 0

103 56 0/12±51/67 0/45±39/47 0±37/27 0/26±4/2

1051 88 0/36±59/25 0/62±69/15 0/15±71/35 0/47±78/4

1046 89 0/25±50 0/13±59 0/15±63 0/3±71

1175 90 0/24±55/6 0/76±55/05 0/12±47/22 0/62±40/65

1173 91 0/85±42/35 1/2±31/2 0 0

1066 272 0/75±50/75 0/26±45/1 0±24 0±5

1102 307 0/64±51/75 0/48±49/17 0/1±25/75 0/14±6/5

1120 309 0/24±59/25 0/58±69/15 0/14±71/35 0/45±78/4

1037 312 0/31±59/25 0/12±69/15 0/65±70/12 0/47±72/6

جدول4-نتایج ارزیابی تست سمیت سنجی غلظت های مختلف عصاره های 

اکتینومایست بر آرتمیا. 

عصاره های دارای فعالیت سمی )BHA .)%40-%60 به عنوان شاهد منفی 

مورد استفاده قرار گرفته است.
 UTMC
number

 UTBC
number

Percentage of lethality (dose in µg/ml )

40 20 10 5

1162 94 0/25±60/2 48/4±1/3 0/45±37/6 0±15

1164 96 0/5±64/15 59/25±2/4 0/21±46/35 0/21±20/95

جدول5-نتایج ارزیابی تست سمیت سنجی غلظت های مختلف عصاره های 

کشت شده اکتینومایست بر آرتمیا.

عصاره های دارای سمیت بسیاربالا)%60<(

بررسی فیلوژنتیکی اکتینومیست های منتخب

اکتینومیست  به  مربوط   16-SrDNA ژن  خوانی  توالی  از  پس 
حاصل  نتایج   ،  EZtaxon در  توالی ها  بررسی  و  منتخب  های 
 Streptomyces به جنس  متعلق  3 سویه  هر  که  داد  نشان 

می باشند. 

بحث 
آنتی اکسیدان های طبیعی مولکول هایی هستند که سلول را در 
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برابر اثرات مخرب رادیکال های آزاد محافظت می کنند و بدن را 
در شرایط بهینه نگهداری می کنند)29(. با به کاربردن تکنیک 
 غربالگری، سرعت کشف ترکیبات طبیعی تا به حال متجاوز از 
شده  استخراج  ترکیب   22500 درمیان  می باشد.  میلیون  یک 
ها،  قارچ  توسط  اکتینوباکترها، %37  توسط  زیستی %45  فعال 

17% توسط سایر باکتری ها تولیدشده است )1(. 
باتوجه به اهمیت آنتی اکسیدان ها در درمان بیماری ها و پیشگیری 
آنتی اکسیدان های  جایگزینی  و  مزمن  های  بیماری  به  ابتلا  از 
طبیعی با آنتی اکسیدان های مصنوعی دارای عوارض جانبی در 
روی  بر  زمینه  این  در  تحقیقی  تاکنون  اینکه  و  غذایی  صنایع 
اکتینومایست های بومی ایران صورت نگرفته است، پژوهشی به 
اثرات  فاقد  طبیعی  آنتی اکسیدان  ترکیبات  به  دستیابی  منظور 
سمی با منشا میکروبی و بومی بر روی اکتینومایست ها که منبع 

غنی از ترکیبات زیستی هستند،  طرح ریزی شد. 
 JBIR-94JBIR-فنولی ترکیب   2 همکارانش  Kawahara و 

فرمانتاسیونStreptomycesR-56-07جداسازی  125ازمایع 
اولین  و  آنتی اکسیدانی  فعالیت  دارای  ترکیبات  این  که  کردند 
که  بودند  اسیدهایی  سینامیک  هیدروکسی  از  نمونه هایی 
ترکیبات  این   IC50 می شدند.  تولید  اکتینومایست ها  توسط 
آنتی اکسیدان برابرµM 9بود)Motohashi .)31و همکارانش، یک 
اکتینومایست  از اسفنج موجود در خلیج بنگال جداسازی کردند، 
که توانایی تولید 2 نوع پپتید تغییریافته حاوی اندول و دارای 
و   JBIR-34ترکیبات این  داشتند.  را  آنتی اکسیدانی  فعالیت 

JBIR-35 نامگذاری شدند. این 2 ترکیب فعالیت آنتی اکسیدانی 
ضعیفی داشتند و IC50 این ترکیبات برابر µM 50بود. با وجود 
داشتند،  ضعیفی  آنتی اکسیدانی  خاصیت  ترکیبات  این  اینکه 
را متقاعد کرد که گونه های جدید  این مطالعه شیمی دانان  اما 
Streptomyces می توانند ترکیبات دارای ساختارهای اسکلتی 
نادری را تولید کنند )22(. درسالZhong ،2011 و همکارانش 
Streptomyces جدیدی از ریزوسفر را شناسایی و مورد بررسی 
قرار دادند که به عنوانStrptomyces Eri12 نامگذاری شد و 
این سویه توانایی تولید یک ترکیب آنتی اکسیدانی با IC50 برابر
μg/ml 43/172داشت)Meyyappan .)36و همکارانش از عصاره

 n-بوتانلی یک جنس جدید Streptomyces مولکول2-آلیل 
اکسی فنل را استخراج کردند که دارای خاصیت آنتی اکسیدانی 
بود و این ترکیب به عنوان یک نگهدارنده غذایی و یک ضدعفونی 
کننده دستگاه گوارش پیشنهاد شد. این ترکیب دارای IC50برابر 
Saurav در  بود)21(. در پژوهش دیگری که توسط   22μg/ ml

ترکیب دارای ساختار 5-2 و4دی متیل  انجام شد  سال2011 
از  متابولیت جداسازی شده  بنزیل2-پیرولیدین جداسازی شد. 

دارای IC50برابر  و  آمد  بدست   StreptomycesVITSVK5
8µg/ml بود. که خاصیت کشندگی برروی سلول های سرطانی 

داشت)27(. 
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