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دو از جداشدهکتینوباکترياهايگونهاکسیدانیجداسازي و ارزیابی فعالیت سیتوتوکسیک و آنتی
فارسخلیج) Holothuria leucospilotaو Holothuria scabra(خیار دریاییگونه 

چکیده
میزان موفقیتاي درکنندههاي دریایی نقش تعیینهاي زیست فعال از ارگانیسمجداسازي انتخابی باکتري
هاي جدایهجداسازي انتخابی دستیابی به فرایندي براي پژوهش حاضر هدف اصلی مطالعات غربالگري دارد. 

Holothuriaشاملخیار دریاییگونه 2اکسیدان و سیتوتوکسیک ازهاي آنتیاکتینوباکتري مولد متابولیت

scabra وHolothuria leucospilotaبا فارسیجخلجزیره لارك واقع در برداري ازنمونه.بود
هاي از تیماربراي جداسازي انتخابی انجام شد. 1394اسفندماهدر متر15تا 10از اعماق استفاده از غواصی

ازمنظورینبداستفاده شد. تیمار با فنولکردن، حرارت دادن، پرتو فرابنفش، امواج فراصوت، انجماد وخشک
با استفاده از شدهجاستخراهاي اکسیدانی متابولیتشد. سنجش فعالیت آنتیاستفادهمختلفمحیط کشت3

ي میگوسمیت 	نموآزو فعالیت سیتوتوکسیک با استفاده از DPPHهاي آزاد روش سنجش مهار رادیکال
از خیار دریاییاکتینوباکتريهاي جدایهکل از درصد 49/58مایکرودایلوشن انجام شد. حدود صورتبهشورآب

H. leucospilota .با حرارت دادننیترات آگار و تیمار نشاسته کازئین کشتمحیطجداسازي شدند
فرایند جداسازي نشان نمودنیانتخابدر کارایی را بیشترین ،اکتینوباکتريجدایه 21و 22یببه ترتي جداساز
هاي رادیکالتوانایی مهار هاي اکتینوباکترياز جدایهشدهاستخراجهاي متابولیتعصاره درصد از03/37دادند.
33/33کهیدرحال.نشان دادندلیتریلیمبر میکروگرم5/641تا 1/613از 50ICرا در محدوده DPPHآزاد 

15/653تا 50LC12/118در محدوده اثر سیتوتوکسیک خود را شدهاستخراجهاي درصد از متابولیت
فرایند جداسازي انتخابی. این پژوهش ضمن ارائه یک هاي آرتمیا اعمال نمودندسلولبر لیتریلیمبر گرممیکرو

بخشی از میکروبیوتاي فعال مرتبط با عنوانبهرا هايباکترین او پتانسیل بالاي حضور ،براي اکتینوباکتریها
اي براي یافتن ترکیبات طبیعی توانند منبع بالقوههاي بدست آمده مینشان داد. جدایهدو گونه خیار دریایی 

دارویی باشند.

هاي ثانویه، فعالیت متابولیت، انتخابیجداسازي، دریاییخیارهاي مرتبط بااکتینوباکتريکلیدي:واژگان 
.زیستی

مقدمه
Brinkmann(است شدهمطرحراهبردي موفق جهت یافتن ترکیبات طبیعی جدید عنوانبهدریایی آبزیانمطالعه میکروبیوم  et al., 2017( .

خیارهاي دریایی به اي براي اکتشاف ترکیبات طبیعی دریایی فراهم نموده است.پتانسیل بالقوه،یک منبع بکرعنوانبهفارسجیخلاکوسیستم 
باشدیمگرمسیري و جزایر مرجانی عمقکمهاي آبراسته خارپوستان و رده خیاران دریایی تعلق دارند. زیستگاه اصلی این موجودات دریایی اغلب 
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)Rawson and Hoagland, ها، هاي حسی خود از پلانکتونخزنده بوده و با استفاده از شاخکیخیارهاي دریایی داراي حرکت.)2019
,Conand(ندینمایمو مواد آلی موجود در رسوبات تغذیه هايباکتر 2018(.

علق دارندبومی به هولوتوریاده تاست اما جمعیت غالب خیارهاي دریایی شدهگزارشهاي متنوع خیار دریایی و دریاي عمان جنسفارسجیخلدر 
)Mashjoor and Yousefzadi, .Holothuria leucospilota،H. scabra ،Hيهاگونهبه توانیمواده از اعضاي این خان. )2019

arenicola وH. parvaفلورينهیدرزمهاي دریایی مطالعات اندکی ز ارگانیسماشاره نمود. علیرغم خواص بیولوژیک گسترده این دسته ا
و البته باکتروئیدتس، فیرمیکویتس، پروتئوباکتریهاهاياز دستهییهايباکترمطالعات حضور از این یکیدرصورت گرفته است.هاآنباکتریایی 

Gao(گردیددیتائApostichopus japonicusدر سیستم گوارشی گونههاينوباکتریاکت et al., 2014b( . ژهیوبهفلور باکتریایی و
شدهجذبمشارکت در دفاع شیمیایی، تسهیل هضم مواد مغذي ازجملههاي متنوعی کنش اکولوژیک با خیار دریایی نقشدر این میانییاکتینوباکتریا

Amaro(دینمایمرا ایفا و تقویت ایمنی میزبان  et al., 2012; Gozari et al., 2019c(.مهرگانیبمانند بسیاري از خیارهاي دریایی
هاي زیستی متنوع هایی با فعالیتو عوامل فولینگ متابولیتزايماریبدر مقابل تهدیدات زیستی پیرامون خود مانند شکارچیان، عوامل دریایی 
Helber(ندینمایمتولید نموده و بدین ترتیب استراتژي دفاع شیمیایی خود را اعمال دانیاکسیآنتسیتوتوکسیک و ازجمله et al., 2018( .

مهرگان بیاز شدهاستخراجهاي ثانویه بسیاري از متابولیتمنشأنجا که از اهمیت ویژه برخوردار بوده تا آخیار دریاییدر این میان نقش میکروبیوم 
Zhao(اندنمودهمنتسب هاآنبه میکروبیوم را دریایی et al., هاي داغ و اساسی مستلزم پژوهشسؤالن لیکن همچنان پاسخ قطعی به ای. )2020

.باشدیمهاآنمرتبط با يهايباکتراز قبیل خیارهايمطالعه میکروبیوم ازجملهگسترده 
یرانتخابیغطی فرایندهاي جداسازي ست. اموجود آبزيمرتبط با يهايباکترانتخابی طراحی فرایندي براي جداسازي چنین مطالعاتی اولین گام در 

Bodor(باشندینمکشتقابلجانوران آبزي مرتبط با هاييباکترهاي کشت معمول اغلب در محیطايیهتغذنشدن احتیاجات فراهمیلبه دل

et al., 2020; Kaboré et al., سازي فرایندهاي جداسازي انتخابی با توجه به زیستگاه بومی مستلزم بهینههاآناز اینرو جداسازي . )2019
در بالا، توانمندي بیوسنتزي بايهايباکترنیترمهمعنوانبههاينوباکتریاکت. گرددیمارزیابی هاآنهاي زیستی در گام بعدي فعالیت. باشدیمآن 

Manivasagan(اندشدهشناختهیخوببهتولید متابولیت هاي ثانویه زیست فعال  et al., هاي مربوط به جنس گونههاآندر میان .)2014
Streptomycesندشویمدر نظر گرفته شاخص عنوانبهمتمایز نسبتاًهاي زیستی بالا و خصوصیات مورفولوژیک به دلیل فعالیت)Liu et al.,

هايباکتراز نقش ياندازچشمتواندیمهاآنیدانیاکسیآنتشاخص و ارزیابی فعالیت سیتوتوکسیک و يهايباکترجداسازي انتخابی این . )2018
میزبان تبیین نماید. خیار دریاییدر 

فارسجیخلدر رسوبات هاينوباکتریاکتو سیتوتوکسیک یدانیاکسیآنتجداسازي و ارزیابی فعالیت ضد میکروبی، ينهیدرزممطالعات مختلفی 
)Gozari et al., 2018a; Gozari et al., Gozari(و دریاي عمان )2016 et al., 2019a; Gozari et al., 2019c( و همچنین در

Gozari(استشدهانجامفارسجیخلدر هااسفنجهاي چون ارگانیسم et al., 2019b(. مرتبط با خیار دریایی يهاينوباکتریاکتينهیدرزملیکن
Streptomycesبه نامجدید اکتینوباکتريهیسوکیمطالعات کمی صورت گرفته است. در یک مطالعه گذري و همکاران فارسجیخلدر  sp.

strain SC Holothuriaرا از خیار دریایی گونه 156 leucospilota جداسازي نمودند. عصاره آلی این سویه فعالیت سیتوتوکسیک و
Gozari(هاي سلولی انسانی نشان داد بالایی در مقابل ردهیدانیاکسیآنت et al., 2018b( .ی هاي فیزیکوشیمیایبا توجه به ویژگیرونیازا
جاد استرس اکسیداتیو در موجب ایتواندیمهاي آلی و فلزات سنگین که بالا همچنین وجود آلایندهنسبتاًدماي آب و شوريازجملهفارسجیخل

هاي در این اکوسیستم حساس از جنبههاينوباکتریاکتارزشمندي چون يهايباکترگردد مطالعه خیارهاي دریاییازجملههاي دریایی ارگانیسم
Qin(باشدیمضروري کبیوتکنولوژیکاربردهاي تنوع زیستی و حفظ  et al., 2019; Puttaswamygowda et al., 2019.(
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Holothuriaدریایی خیاردو گونه مرتبط با هايینوباکترياکتاهداف پژوهش حاضر شامل دستیابی به بیشترین میزان فراوانی و تنوع زیستی 

scabra وHolothuria leucospilotaو اکسیدانییآنتفرایند جداسازي انتخابی بود. دومین هدف این مطالعه ارزیابی فعالیت با ارائه یک
.تعیین شدشدهيآورجمعخیار دریایی مرتبط با هايینوباکترياکتسیتوتوکسیک 

هاروشمواد و 
در مختصات جغرافیایی با عرض جغرافیاییلاركجزیرهمتري15-10حدودعمقاز1394اسفندماههاي دریایی درخیاراز بردارينمونه

هاي خیار دریایی بر اساس مدل عدم انتشار یکسان نمونهدلیلبهگیرينمونهروش . شدانجام33ͦ56’46”و طول جغرافیایی25ͦ26’33”
هانمونه. شدنددادهقراراستریلهايدر بطريوشدهآوريجمعغواصی وسیلهبهخیار دریایینمونه20ازبیشتصادفی طراحی شد. بردارينمونه

فومتریک و رموهايویژگیمورفولوژیک شامل هايویژگیبر اساس شدهآوريجمعهاي نمونه.شدندنگهداريیخکناردرآزمایشگاهبهرسیدنتا
,Smith(ندو دریاي عمان شناسایی شدفارسخلیجمریستیک توسط پژوهشکده اکولوژي  1984(.

در راستاي انتخابی شدن فرایند جداسازي تیمارهاي فیزیکی و شیمیایی انجام هاینوباکترياکتتیمارهاي فیزیکی بر جداسازي یرتأثمنظور بررسی به
به C˚50در شدهيآورجمعهاي خیارهموژن شده روده شد. تیمارهاي فیزیکی از قبیل تیمار حرارت دادن شامل قرار دادن سوسپانسیون بافت 

,Hames-Kocabas and Ataç(دقیقه 60مدت  در زیر هود لامینار به مدت دو هفته رودهشامل نگهداري بافت کردنخشک، تیمار )2012
)Jensen et al., Bredholdt(ثانیه30به مدت رودهاز بافت cm20در فاصله نانومتر 254موجطول، تیمار پرتو فرابنفش با )2005 et al.,

Qiu(C°30به مدت دو دقیقه در دماي KHZ40، تیمار سوسپانسیون بافت هموژن شده با امواج فراصوت )2007 et al., ، تیمار فریز )2008
Jensen(دساعت انجام ش24به مدت -C˚21يدماکردن بافت در  et al., درصد 5/1. تیمار شیمیایی با افزودن فنول در غلظت نهایی )2005

Bredholt(صورت گرفتC˚30در دقیقه 30به مدت روده خیاربه سوسپانسیون همژن شده بافت  et al., 2008(.
محیط کشت مارین زوبل شاملمتنوع محیط کشت جداسازي چهار هاینوباکترياکتحیط کشت در جداسازي انتخابی میراتتأثبررسی منظوربه

5/1، آگار درصد2CaCl (6/1(، کلرید کلسیمدرصد8/0)2MgCl(، کلرید منیزیمدرصد1، عصاره مخمر درصد5/0حاوي پپتون ) MZA(آگار 
، نیترات پتاسیمدرصد03/0، کازئیندرصد1حاوي نشاسته )SCNA(محیط کشت نشاسته کازئین نیترات آگار;در آب دریا فیلتر شدهدرصد

)3KNO(2/0دي پتاسیم هیدروژن فسفاتدرصد ،)4HPO2K(2/0آبه7، سولفات منیزیمدرصد)O2H7.4MgSO (005/0کربنات درصد ،
محیط کشت گلیسرول ;در آب دریا فیلتر شدهدرصد8/1، آگار O2H7.4FeSO(001/0(آبه7، سولفات آهن درصد002/0)3CaCO(کلسیم

در آب درصد8/1، آگار درصد4HPO2K (1/0(، دي پتاسیم هیدروژن فسفات درصد1/0، آرژینین درصد5/0(گلیسرول)GAA(آرژینین آگار
، به در آب دریاي استریلروده خیار دریاییاز سوسپانسیون بافتهاي متوالیرقتتهیه هموژناسیون و . بعد از طراحی و ساخته شددریا فیلتر شده) 

هاینوباکترياکترشد کلونی ازلحاظهفته 4به مدت C˚28در دماي هاي تلقیح شدهگردید. محیطهاي تلقیح روي محیطیترلیکروم200میزان
Zhang(قرار گرفتندیموردبررس et al., 2008.(

و متفاوت ازStreptomycesهاي شبیه به جدایهو با تفکیک به تا سطح خانوادهيسازخالصآمده پس از دستهاي بهشناسایی جدایه
Streptomycesانجام شد)Bredholt et al., بود. هاینوباکترياکتدر میان Streptomycesاهمیت جنس یلبه دلبندي این تقسیم. )2008

ها، سطح دقت ک بر اساس شباهت به استرپتومایسسفرایند جداسازي و تفکیبررسی میزان انتخابی بودن ي ینهدرزمبا توجه به اهداف مطالعه 
يهاروشاستفاده از تیپیک استرپتومایسسنسبتاًو تشخیص شباهت با جنس براي شناسایی در این سطحشناسایی در سطح خانواده تعیین گردید. 

خصوصیات ماکروسکوپی هاي مورفولوژیک شامل ویژگیبررسیياهروش. بدین منظور ازکفایت نمودمورفولوژي میکروسکوپی و ماکروسکوپی 
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و همچنین خصوصیات میکروسکوپی مانند هاي هوایی، رویشیوم، تولید پیگمان، تولید یا عدم تولید میسلیاندازه کلونی،مانند رنگ، شکل، حالت 
Goodfellow(استفاده شدآمیزي گرمجدایه در رنگاسپوري شکل و آرایش  et al., 2012(.

با C˚28يدماروز انکوباسیون در 5تلقیح شد. پس از مایع کشت نشاسته کازئین نیترات لیتر محیط یلیم500هر جدایه در شدهخالصکلونی 
-یعاستخراج از روش استخراج مامنظوربهفیلتراسیون از بیومس باکتري جداسازي شد. با استفاده ازیجادشدهامایع تخمیري دور بر دقیقه 220دور 

با شدهاستخراجبا سه بار تکرار انجام شد. فاز آلی افزایش کارایی منظوربهشد. فرایند استخراج استفادهمایع با حجم مساوي از حلال اتیل استات 
,Seidel(تبخیر گردید C˚37و در دماي خلأاستفاده از دستگاه تبخیرکننده چرخان تحت  2005(.

با استفاده لیتریلیممیکروگرم بر 1250یینهاهاي متمایز اکتینوباکتري در غلظت شده از جدایههاي استخراجاکسیدانی عصاره متابولیتفعالیت آنتی
90اکسیدانی بیش از هاي داراي فعالیت آنتیرودایلوشن غربالگري شد. متابولیتصورت مایکبهDPPHهاي آزاد از روش سنجش مهار رادیکال

از آسکوربیک قرار گرفتند.موردسنجشلیتریلیممیکروگرم بر 19، 39، 78، 156، 625,312هاي نهاییدر غلظت50ICمنظور تعیین درصد به
عنوان شاهد بهباکتريعنوان کنترل منفی استفاده شد. همچنین از عصاره اتیل استاتی محیط کشتعنوان ماده استاندارد و از متانول بهاسید به

در هر مولار) (میکروDPPHمحلول یترلیکروم195هاي کنترل بهاز هر رقت از عصاره متابولیت یا نمونهلیترمیکرو5استفاده گردید. مقدار
با استفاده از دستگاه نانومتر 517در هادقیقه نگهداري در دماي اتاق و تاریکی، جذب نمونه30چاهک موجود در میکروپلیت افزوده شد. پس از 

Microplate reader)BioTech instrument (هاي آزاد درصد فعالیت مهار رادیکالشد.گیرياندازهDPPHمحاسبه 1استفاده از رابطهبا
,Leong and Shui(گردید  2002(.

DPPHهاي آزاد درصد فعالیت مهار رادیکال=)Isample(I-)0I/(0×1:100رابطه 

0I جذب در چاهک حاوي :DPPHµl195 +µl5متانول
sampleI :در چاهک نمونه یا کنترلجذب

Brine-Shrimp microwellهاي متمایز اکتینوباکتري با استفاده از روششده از جدایههاي استخراجفعالیت سیتوتوکسیک متابولیت

cytotoxicity methodمورد غربالگري قرار گرفت)Atta-ur-Rahman, ، franciscanaArtemiaهايجهت کشت سلول.)2001
تلقیح شد. ppt30بلژیک در یک ارلن حاوي دو لیتر آب دریا فیلتر شده با شوري INVEشده از شرکت یهتهحدود یک گرم از سیست آرتمیا 

هاي ناپلی، سوسپانسیونی با آوري سلولساعت انجام گرفت. پس از جمع48در معرض نور سفید به مدت C˚29-22انکوباسیون در محدوده 
محلول عصاره با غلظت یترلیکروم100بهاز سوسپانسیون مذکور یترلرویکم100لیتر تهیه شد. به دنبال آن ناپلی در میلی100-150تراکم 

ثبت هاي زنده و مردهساعت، تعداد ناپلی24به مدت C°25در يگرما گذارهر چاهک افزوده شد. پس از درلیتریلیممیکروگرم بر 1000یینها
سازي در هاي داراي بیشترین فعالیت سیتوتوکسیک، رقیقجدایه50LCین منظور تعیعنوان کنترل مثبت استفاده شد. بهاز متانول به.گردید
محاسبه 2رابطهدرصد فعالیت سیتوتوکسیک با استفاده از انجام شد.لیتریلیممیکروگرم بر 5/62و 125، 250، 500شاملترهاي پایینغلظت
گردید

فعالیت سیتوتوکسیکدرصد=)]control)/ (Ntest(N–)controlN× [(2:100رابطه 
testNتعداد ناپلی زنده در چاهک تیمار شده :

controlN:ناپلی زنده در چاهک تیمار نشدتعداد
TMMicrosoftافزار با استفاده از نرمهايباکتراز فرایند جداسازي آمدهدستبههاي هاي صورت گرفته با سه تکرار انجام شد. آنالیز دادهآزمون

Excel 2013 (Microsoft, Seattle, WA)خطاي ±صورت میانگیناکسیدانی بههاي سنجش فعالیت سیتوتوکسیک و آنتیمحاسبه شد. داده
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)GraphPadافزارنرموسیله رگرسیون غیرخطی با استفاده از بهدرصد95اطمینان سطوحدر 50LCو 50IC) ارائه گردید. SE(استاندارد

Software, Inc.)Graphpad prism محاسبه گردید.6

نتایج
Holothuria leucospilotaوHolothuria scabraبه گونه هاآنبیانگر تعلق خیار دریاییهاي هاي مورفولوژیک نمونهبررسی ویژگی

. جداسازي نمودیدتائخیار دریایی رامرتبط با هايینوباکترياکتفراوانی و تنوعبرفرایند جداسازي انتخابی را یرتأثمطالعه حاضر نتایج.)1(شکل بود
بیشترین میزان نشان دادهااکتینوباکترينتایج الگوي فراوانی جدایه اکتینوباکتري گردید.53منجر به جداسازي خیار دریاییمختلف گونه 2از 

.Hهاي اکتینوباکتري از گونهجدایه leucospilota از گونهآنبه دنبالو درصد 49/58معادل جدایه 31باH. scabra2250/41معادلجدایه
میزان بالاتربیانگر Streptomycesجنسشباهت بهازنظرخیار دریاییيهانمونهالگوي تنوع اکتینوباکتریها در نتایججداسازي گردید.درصد
).2(شکل درصد بود54به میزان H. leucospilotaگونهدرStreptomycesهاي شبیه بهجدایهحضور

.Holothuria leucospilotaتصویر خیار دریایی گونه :1شکل 

).1394(سال شدهيبردارنمونهدریاییدر خیارهاي کشتقابليهاينوباکتریاکتمیزان حضور :2شکل 
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(SCNA)محیط کشت نشاسته کازئین نیترات آگار بهترین عملکرد بیانگرهاینوباکترياکتکشت بر فراوانی هاي سی فرمولاسیون محیطنتایج برر

به یا عدم جداشده به تفکیک تشاهايینوباکترياکتبر الگوي تنوع زیستی کشتهايمحیطفرمولاسیونیرتأث. بررسی بودجدایه 22با جداسازي 
نشاسته کشت) را روي محیط درصد72(آمدهدستبههاي شبیه به استرپتومایسس غالب جدایههاي جدایهنشان داد هاتشابه با استرپتومایسس

هاي غیر از استرپتومایسس تشکیل ه روي دو محیط کشت دیگر را جدایههاي رشد نمودبیشتر جدایهکهیدرصورت.تشکیل دادندکازئین نیترات آگار 
).3دادند (شکل 

).1394(سال هاي کشت مختلفدر محیطخیار دریاییهاي از نمونههاينوباکتریاکتجداسازي میزان :3شکل 

به با جداسازي کردنخشکحرارت دادن و تیمارهاي شان دادنتیمارهاي فیزیکی و شیمیایی در انتخابی نمودن فرایند جداسازي یرتأثارزیابی 
هاي شبیه به استرپتومایسسابی خود را اعمال نمودند و جدایهاکتینوباکتري عملکرد انتخجدایه ) درصد64/22(12و) درصد62/39(21یبترت

یلهوسبهآمدهدستبههاي اکتینوباکتري الگوي تنوع جدایه).4ها را تشکیل دادند (شکل غالب جدایهشده با این دو تیمارهاي تیمار در نمونه
تثناء این تنها اسمنجمد کردنبود. اگرچه تیمار با فنول و شدهاعمالدر اکثر تیمارهاي پتومایسسهاي استرارهاي مختلف بیانگر غالبیت جدایهتیم

).5و 4هاي (شکلجداسازي نشدهاآنیلهوسبهاي از استرپتومایسسروند بود که هیچ جدایه
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).1394(سال هاي خیار دریاییاز نمونههاينوباکتریاکتجداسازي تیمارهاي فیزیکی و شیمیایی بر میزان ریتأث: 4شکل 

.)1394(سال هاي اکتینوباکترير ماکروسکوپی و میکروسکوپی جدایهتصوی:5شکل 
.A هااکتینوباکتريتصویري از جداسازيBتصویر میکروسکوپی جدایه اکتینوباکتري شبیه به استرپتومایسس (بزرگنمایی .X1000.(

03/37جدایه معادل10درصدي 90بیانگر فعالیت بیش از مورفولوژیک، هايویژگیبر اساس متمایزجدایه 27اکسیدانی الگوي فعالیت آنتی
هاي با فعالیت بیش از تابولیتعصاره ماکسیدانیآنتیفعالیت 50ICنتایج نشان داد میزان .بودDPPHهاي آزاد ها در مهار رادیکالجدایهدرصد از 

).1بود (جدولمتغیرلیترمیلیمیکروگرم بر 5/641تا1/136درصد از 90
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هاي منتخبشده از جدایهاستخراجفعالیستزهاي توسط متابولیتDPPHهاي آزاد میزان مهار رادیکال:1ول جد
)1394(سال 

جدایه 50IC±)SE (µg/ml جدایه 50IC±)SE (µg/ml

SC*156 ±0/22729/26 SC184 ±2/25546/11
SC167 ±6/27118/28 SC190 09/17±1/323
SC170 ±5/64133/26 SC198 03/11±2/289
SC175 17±1/271/11 SC199 45/21±1/482
SC183 14/7±1/136 SC202 94/19±1/234

Ascorbic acid 44/0±75/6
*SC: Sea Cucumber

آرتمیا را از بین بردند. يهاسلولدرصد 90بیش از شدهیبررسهاي درصد از جدایه33/33جدایه معادل9سیتوتوکسیک نشان دادالگوي فعالیت 
میکروگرم بر 15/653تا 12/118درصد از 90هاي با فعالیت بیش از از جدایهشدهاستخراجهاي سیتوتوکسیک متابولیتفعالیت50LCمیزان 

).2مقابل آرتمیا متغیر بود (جدول در لیتر میلی

).1394(سال هاي منتخبشده از جدایهاستخراجفعالیستزهاي میزان فعالیت سیتوتوکسیک متابولیت. 2جدول 
جدایه 50LC±)SE (µg/ml جدایه 50LC±)SE (µg/ml

SC156 ±12/11821/13 SC175 31/25±18/513
SC157 12±09/331/07 SC181 ±15/65352/12
SC160 41/31±51/187 SC184 45/27±50/512
SC166 21/18±51/194 SC198 19/18±44/236
SC170 ±31/48233/87

گیرينتیجهبحث و 
تنوع و افزایش احتمال یافتن ترکیبات فراوانی وموجب دستیابی به بیشترینهاینوباکترياکتسازي فرایندهاي جداسازي انتخابی طراحی و بهینه

Buedenbender(گرددیمزیست فعال جدید  et al., بیانگر یموردبررسخیار دریایی يهاگونهدر هاینوباکترياکتالگوي تنوع نتایج.)2019
ساکن هاييباکتربود. در سایر مطالعات نیز الگوي تنوع زیستی H. leucospilotaگونهدر Streptomycesهاي شبیه به جدایهغالب حضور

جداسازي شده غالب H. leucospilotaگونه باکتري از خیار دریایی 55است. براي نمونه در یک مطالعه از شدهگزارشدر روده خیار دریایی 
Zhang(تعلق داشتند BacillusوVibrioهايبه جنسهاآن et al., اعمال فرایند جداسازي یلبه دل. بحث در مورد تفاوت این نتیجه )2012

از قبیل رشد هاآنبرتر نسبتاًهاي فیزیولوژیک نديها با توجه به توانموي تنوع و غالب بودن استرپتومیسسانتخابی در مطالعه حاضر بود. این الگ
هاي جداسازي انتخابی را در راستاي کاهش این برتري رقابتی و دستیابی رشد لزوم طراحی فرایندکندعمدتاًهايینوباکترياکتنسبت به تریعسر

تابع عواملی از قبیل میزان تغذیه، ترکیب شیمیایی بافت روده، متابولیسم تواندیماین الگوي تنوع زیستی . دهدیمبیشتر را نشان یستیزبه تنوع 
Weisz(باشد زیستگاه موقعیت جغرافیایی وفیزیولوژي خیار دریاییو et al., گوي این الیرپذیريتأثدیگر امکان موردبحث. عامل مهم )2008
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. زیرا این رسوبات طی باشدیمدر رسوبات موجود در زیستگاه خیار دریایی هايباکترهاي دریایی از الگوي تنوع در خیارهايباکترتنوع زیستی 
الگوي تنوع زیستی روده خیار دریایی از رسوبات پیرامونی در مطالعات مختلف یرپذیريتأث. شوندیمتغذیه وارد دستگاه گوارشی خیار دریایی 

Gao(است شدهگزارش et al., 2014a; Gao et al., 2014b(هاي استرپتومایسس در رسوبات ز حضور غالب گونه. مطالعات گذشته حاکی ا
Gozari(باشدیمفارسیجخل et al., 2016(.

ها نشان هاي شبیه به استرپتومایسسترین کارایی را در جداسازي جدایهطالعه نشان داد محیط کشت نشاسته کازئین نیترات آگار بیشنتایج این م
Romero-Rodríguez(هاي استرپتومایسس باشدرهاي کاتابولیسم نشاسته در جدایهوجود مسییلبه دلتواندیمیجهنتاین داد.  et al., 2017( .
جداسازي شده و هاييباکترمیزان تنوع هاینوباکترياکتعلیرغم جداسازي فراوانی کمتر (MZA)مارین زوبل آگار در محیط کشت کهیدرحال

در این محیط کشت نسبت به دو محیط کشت دیگر کمتر بود. این مغذيبار آلی و میزان منابع هاي غیر استرپتومایسس بیشتر بود. سهم جدایه
را ایجاد هاینوباکترياکتاز يترمتنوعهاي دریایی ایجاد نمود و الگوي جداسازي عیف محیطط فیزیولوژیک ضشرایطی را شبیه شرایفرمولاسیون 

,Pérez and Fenical(گردید هاييباکترکشت جداسازي بر اساس نیازمندي غذایی هاي طراحی محیطدهدیمنتایج نشان اینتحلیل.)2017
در این مطالعه شده است.هايباکترمرتبط با خیار دریایی موجب ارتقاء قابلیت کشت پذیري و میزان جداسازي 

یلبه دلتواند این نتیجه میبیانگر کارایی بالاتر تیمار حرارت دادن بود. هاینوباکترياکتهاي فیزیکی و شیمیایی بر جداسازي تیماریرتأثنتایج 
یژهوبههاینوباکترياکتهاي رویشی حساس به حرارت و تقویت رشد انواع اسپورزا باشد. برخی از حرارت دادن در حذف فرمابی تیمارعملکرد انتخ

اسپوري تولید نموده که مقاومت نسبی به حرارت دارند. در مطالعات يهافرمبودندبالایی نسبتاًها که در مطالعه حاضر داراي فراوانی استرپتومایسس
Gozari(است شدهگزارشهاي رسوب از نمونههاینوباکترياکتجداسازي برتري تیمار حرارت دادن در ز نیگذشته  et al., 2019a; Gozari

et al., 2019c(.به تواند این نتیجه میبود. هاي تیمار شده با فنول ي شبیه به استرپتومایسس در نمونههاعدم جداسازي جدایهتوجهقابلکته ن
Istianto(ها باشددر استرپتومایسسهاي حاوي پلیمرهاي پلی آمیديپروتئینواکنش مخرب فنول با یلدل et al., 2012; Rangseekaew

and Pathom-aree, حساسیت سلولی غنی از لیپیددیواره استرپتومایسس با دارا بودن هاي غیراکتینوباکترياست که یدر حالاین .)2019
هامیکرومونوسپورا نسبت به استرپتومایسسهاي گونه. در مطالعه دیگري نیز تیمار با فنول منجر به افزایش جداسازي دادندبه فنول نشان تريیینپا

Qiu(گردید  et al., 2008( .
درصد 90در مهار بیش از هااکتینوباکتريي هاجدایه03/37بیانگر فعالیت شدهاستخراجهاي ی فعالیت آنتی اکسیدانی متابولیتنتایج ارزیاب

جداسازي شده در روده خیارهاي دریایی میزبان باشد.هاياکتینوباکتريبیانگر نقش مهم ایجادشدهبود. این الگوي DPPHآزاد هايرادیکال
به همین دلیل. گرددیممحسوب براي ارگانیسم بالقوه یديتهدیاییمهرگان دریدر ب)ROS(فعالیژناکسيهاگونهيوجود سطوح بالا

باشندیماکسیدانیآنتیباتترکیدتولبا استفاده از ROSيسطوح بالاسازيیخنثمنظوربهیدفاعيهايبه اتخاذ استراتژیرناگزیاییدرهايخیار
)Velho-Pereira et al., یاییمهرگان دریاز بشدهاستخراجيهایتاز متابولیاريبساکسیدانییآنتیتفعالدر مطالعات مختلف نیز .)2015

هايبالا به ناماکسیدانییآنتو همکارانش موفق به شناسایی دو پپتید با فعالیت Motohashiمطالعه یک در نمونه عنوانبهاست.شدهگزارش
JBIR-34وJBIR-35 مرتبط با اسفنج شدند هايینوباکترياکتاز)Motohashi et al., و همکارانش Poongodiدر این زمینه .)2010

جداشده از رسوبات خلیج spNocardiopsis.اکتینوباکتري به نام از یک شدهاستخراجمتابولیت عصاره اکسیدانییآنتفعالیت 50ICمیزان 
Mannarگزارش نمودندلیتریلیممیکروگرم بر 2/58را برابر با)Poongodi et al., در مطالعه دیگري گذري و همکاران فعالیت .)2014

Streptomycesجدید اکتینوباکتري به نام سویهیکز اشدهاستخراجهاي متابولیتاکسیدانییآنت sp. strain SC هايیکالراددر مهار را156
Gozari(لیتر اعلام نمودند میکروگرم بر میلی2/211به میزان DPPHآزاد  et al., 2018b(تواندیمري . پیشنهاد شد که این سویه اکتینوباکت

باشد. استفادهقابلدر غذاهاي تخمیري و صنایع دارویی 
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يهاسلولهاي اکتینوباکتري در مقابل از جدایهدرصد 33/33بیانگر کشندگی شدهاستخراجهاي فعالیت سیتوتوکسیک متابولیتنتایج سنجش
هاي محیطی مهرگان دریایی را در مواجهه با چالشمرتبط و همزیست با بیهايینوباکترياکتاین نتیجه شاهد دیگري از نقش فعال آرتمیا بود. 

راترکیبات زیست فعال مطالعات دیگر نیزبود. هاآنبیانگر فعالیت سیتوتوکسیک بالاي شدهاستخراجهاي متابولیت50LC. تعیین میزان نمودارائه 
Pseudonocardiaينوباکتریاکتاز شدهاستخراجهاي متابولیتنمونهاند برايجداسازي نمودهییایدراریخهمزیست يهايباکتراز  sp. HS7

.Hگونه خیار دریایی جداشده از  moebiiسرطانی نشان داد يهاسلولدر مقابل را نانومولار 39/3تا 59/0به میزانسیتوتوکسیکفعالیت)Ye

et al., .Streptomyces spي در مطالعه دیگري نیز گذري و همکاران فعالیت سیتوتوکسیک اکتینوباکتر.)2016 strain SC را به 156
HCTشاملمقابل دو رده سلولی سرطان کلوندربیبه ترتتریلیلیممیکروگرم بر 53/18و 48/26میزان  SWو 116 گزارش نمودند480

)Gozari et al., 2018b( .
انتخابی منظوربهرا در محیط نشاسته کازئین نیترات آگار کشت تیمار حرارت دادن و نتایج این پژوهش استراتژي کارآمدي متشکل از ترکیبی از 

و سیتوتوکسیک اکسیدانیآنتیارائه نمود. همچنین بر اساس نتایج الگوي فعالیت از روده خیارهاي دریاییهااکتینوباکترينمودن فرایند جداسازي 
گردید. ترکیبات تأییدفارسخلیجدر دو گونه خیار دریاییاز میکروبیوتاي مرتبط با فعال یبخشعنوانبههااکتینوباکتريحضور آمدهدستبه

.قرار گیرندو مطالعه بیشترشناساییموردآینده هايپژوهشدر توانندمیآمدهدستبهتوسط جدایه هاي تولیدشدهاکسیدان و سیتوتوکسیک آنتی

سپاسگزاري
.نمایندمیو دریاي عمان در اجراي این پروژه قدردانی فارسخلیجنویسندگان مقاله از حمایت پژوهشکده اکولوژي 
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