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  چکیده 
ها مقاومت میکروب به روز روزفزایش با ا. هاي عفونی از عوامل اصلی مرگ و میر در جهان هستندبیماري :هدف زمینه و

    هاي طبیعی افزایش بیوتیکهاي ساختگی اهمیت شناسایی و توسعه آنتیبیوتیکها و عوارض جانبی آنتیبیوتیکدربرابر آنتی
   . شودایجاد می اگروباکتریوم رایزوجنزمویین یک بافت غیرمعمول است که در اثر فعالیت باکتري  ریشه. یافته است

    هاي معمولاً بیشتر و ساختن ترکیبات جدید نسبت به گیاه مادري ریشه مویین به دلیل دو ویژگی مهم تولید متابولیت
در این مطالعه به بررسی خواص ضدمیکروبی عصاره . تواند گزینه مناسبی براي بررسی خواص ضدمیکروبی آن باشدمی

از جمله ریشه مویین آن در مقابل چهار نمونه باکتریایی و  Artemisia vulgarisهاي مختلف گیاه آبی و متانولی بافت
   .دو نمونه مخمري پرداخته شد

. انجام شد A4سویه  آگروباکتریوم رایزوجنزالقاي ریشه مویین از بافت برگ برنجاسف با استفاده از  :روش بررسی
  .هاي مویین انجام شدرسی تراریختی ریشهاي پلیمراز براي برطراحی و واکنش زنجیره rol bآغازگر مربوط به ژن 

ها با هاي هوایی تهیه و خواص ضد باکتریایی و ضد مخمري آنهاي مویین، ریشه و اندامهاي آبی و متانولی ریشهعصاره
  .استفاده از روش دیسک دیفیوژن بررسی شد

اي از ات ضد باکتریایی و ضد مخمري برجستههاي مویین اثرهاي آبی و متانولی ریشهها، عصارهآزمایشدر همه  :هایافته
در همه موارد بجز . هاي هوایی اثر ضد میکروبی از خود نشان نداندهاي بافت ریشه و اندامعصاره. خود نشان دادند

 باسیلوس سابتیلیسدر مورد . هاي مویین بیشتر بوداثر ضد میکروبی عصاره آبی از عصاره متانولی ریشه باسیلوس سابتیلیس
فعالیت ضد باکتریایی عصاره ریشه مویین بیشتر از اثر ضد مخمري . عصاره آبی و متانولی قطر هاله یکسانی ایجاد کردند

  .آن بود
هاي دهد که ریشههاي گیاه نشان میهاي مویین و عدم این فعالیت در دیگر بخشفعالیت ضد میکروبی ریشه  :گیرينتیجه

 .شودهاي گیاه تولید نمیکند که در دیگر بخشمواد ضد میکروبی تولید می/ماده (A. vulgaris)مویین برنجاسف 

 عصاره متانولی، عصاره آبی، برنجاسف، ریشه مویین، فعالیت ضدمیکروبی :هاي کلیديواژه
 

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
   47-52صفحه ،دهمچهار شماره ،چهارم دوره ،1391 پاییز 

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

48 

 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - مجله علمی

 ...باکتریایی و ضد مخمري اي خواص ضدمقایسه بررسی

 مقدمه
ها یکی از معضلات مهم در بیوتیکایجاد مقاومت نسبت به آنتی

مقاومت  به روز روز. هاي عفونی استترل شیوع بیماريکن
هاي موجود و سنتزي توجه بیوتیکمیکروبی نسبت به آنتی

هاي جدید و به بیوتیکیزیادي را به توسعه و استفاده از آنت
بنابراین به ). 1(هاي طبیعی جلب کرده است بیوتیکویژه آنتی

یابی به مواد طبیعی ضد میکروبی غربالگري منظور دست
هاي گیاهی توسط بسیاري از پژوهشگران ها و عصارهاسانس

هاي مهم مواد یکی از مزیت). 2-5(مورد توجه قرار گرفته است 
هاي سنتزي عوارض بیوتیکسبت به آنتیضد میکروبی طبیعی ن

  .ها استجانبی کمتر آن
هاي طبیعی به بیوتیکگیاهان دارویی یکی از منابع مهم آنتی

که در ایران به برنجاسف  Artemisia vulgaris. روندشمار می
و یک گیاه چند  Asteraceaeمعروف است، متعلق به خانواده 

   برنجاسف حاوي  .کندمتر رشد می 2تا  1ساله است که 
ترپن لاکتونی و فلاونوئیدها هاي فرار، ترکیبات سزکوییروغن

کشی، ضد میکروبی و ضد انگلی است که به آن خاصیت حشره
در طب سنتی این گیاه به طور وسیع براي درمان . اندداده

. رودخوابی و اضطراب به کار میدیابت، افسردگی، صرع، بی
کنندگی، کشی، ضدعفونیکرم هاي گیاه از خواصهمه بخش

بخش و مسهل آور، آرامضد تشنج، ضد نفخ، مسهل صفرا، خلط
  ). 6(برخوردار است 

هاي مویین تراریخت به واسطه فعالیت باکتري ریشه
     در نواحی آسیب دیده گیاه ایجاد اگروباکتریوم رایزوجنز

  Riهاي مویین با انتقال بخشی از پلاسمیدایجاد ریشه. شودمی
به  rolb, rolc, rolaهاي حاوي ژن اگروباکتریوم رایزوجنز

هاي واقع در ها به ژنوم سلولژن هاي گیاه و ورود اینسلول
  ). 7-11(ناحیه آسیب دیده همراه است 

هاي مویین رشد سریعی دارند و در مدت زمان محدود ریشه
     از جمله کاربردهاي . کنندزیست توده زیادي ایجاد می

هاي ثانویه با ارزش، توان به تولید متابولیتهاي مویین میهریش
تبدیل ترکیبات مهم و زیستپالایی مواد مضر از طبیعت، زیست

هاي مویین در استفاده از ریشه). 12(انتقال ژن اشاره کرد 
هاي ثانویه یکی از مهمترین کاربردهاي زمینه تولید متابولیت

ت گفته شده در بالا، توان ها است، زیرا علاوه برخصوصیاآن
هاي مویین بیشتر از گیاه هاي ثانویه توسط ریشهتولید متابولیت

 Beta vulgarisدر بسیاري از گیاهان از جمله . مادري است
)13( ،Salvia miltiorrhiza )14( ،Gentiana 

macrophylla )15(هاي مویین براي افزایش ، از کشت ریشه
تاکنون علت . استفاده شده است هاي ثانویهتولید متابولیت

هاي ثانویه در بافت تراریخت ریشه افزایش تولید متابولیت
   ).16(مویین مشخص نشده است 

هاي ثانویه در بافت ریشه مویین نسبت افزایش تولید متابولیت
به گیاه مادري امکان افزایش خواص ضد میکروبی و سایر 

جاین و . استخواص دارویی گیاهان دارویی را میسر کرده 
نشان دادند که عصاره ریشه مویین گیاه ) 2007(همکاران، 

Mytenus senegalensis  خاصیت ضد باکتریایی بیشتري در
هاي عادي نسبت به ریشه Staphilococcus aureusمقابل 

هاي مویین تولید یکی دیگر از خواص ریشه). 16(این گیاه دارد 
  . شودتولید نمی ترکیبات جدیدي است که در گیاه مادري

هاي مویین، هدف از این مطالعه، بر اساس دو ویژگی مهم ریشه
هاي عادي هاي ثانویه معمولاً بیش از بافتیکی تولید متابولیت

گیاه و دیگري تولید ترکیباتی جدید نسبت به گیاه مادري، 
هاي مویین بررسی خواص ضد باکتریایی و ضد مخمري ریشه

A. vulgaris  هاي عادي و اندام هوایی آن بودریشهعلاوه بر .
           القاي ریشه مویین و بررسی خواص ضد باکتریایی و
ضد مخمري عصاره آن براي اولین بار در این مطالعه صورت 

 .گرفت و مورد مشابهی تاکنون گزارش نشده است
  

  روش بررسی
از مرکز ملی ذخایر  Artemisia vulgarisبذرهاي گیاه 

از پژوهشگاه  A4سویه  اگروباکتریوم رایزوجنزن و ژنتیکی ایرا
هاي باکتریایی شامل نمونه. ملی مهندسی ژنتیک تهیه شد
Staphylococcus aureus Bacillus subtilis, ،

Escherichia coli وPseudomonas aeruginosa،  و  
 Sacaromysis و Candida albicans هاي مخمري شاملنمونه

cervisiae گاه بیولوژي مولکولی دانشگاه از آزمایش             
    هاي دیسک. تهیه شد قزوین) ره(امام خمینی  المللیبین

متري از شرکت پادتن طب، میلی 4/6آنتی بیوگرام بلانک 
 MSو محیط کشت  High mediaاز شرکت  LBمحیط کشت 

  . خریداري گردید Duchefaاز شرکت 
د عفونی، جهت شکستن قبل از ض: ضد عفونی و کشت بذرها 

    درجه 4خواب بذرها، بذرها به مدت دو هفته در دماي 
ابتدا بذرها به مدت سه ثانیه در . گراد نگهداري شدندسانتی
ور و سپس با استفاده از آب مقطر استریل درصد غوطه 96الکل 

 5پس از این به مدت . دقیقه شست و شو شدند 5به مدت 
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، دوره چهارم، شماره چهاردهم91پاییز   

  و همکاران کاظم یاري زاده

رصد و متعاقباً سه مرتبه با آب مقطر د 1/0دقیقه با کلرید جیوه 
بذرها . وشو شدنددقیقه شست 5استریل و هر مرتبه به مدت 

لیتري حاوي میلی 280هاي مرباي پس از ضدعفونی در شیشه
درصد ساکارز کشت  3جامد حاوي  MSلیتر محیط میلی 25

بذرهاي کشت . عدد بذر کشت داده شد 3در هر شیشه . شدند
تاریکی دماي /روشنایی 16/8با دوره نوري  شده در اتاقک رشد

  .گراد نگهداري شدنددرجه سانتی 25
 اگروباکتریوم رایزوجنزکشت : هاي مویینالقا و کشت ریشه

 جهت القاي ریشه. انجام شد مایع LBدر محیط  A4سویه 
     .هاي جوان گیاهان یک ماهه استفاده شدمویین از برگ

رتیب انجام شد که ابتدا روي سازي بافت برگ به این تآلوده
 10هاي برگ به مدت سطح برگ زخم ایجاد شد و سپس نمونه

دقیقه در شرایط کاملاً استریل در کشت سوسپانسیون 
هاي آلوده به پس از این مدت برگ. ور شدنداگروباکتریوم غوطه

درصد ساکارز منتقل و در تاریکی  3جامد حاوي  MSمحیط 
ها سپس نمونه. روز نگهداري شدندبه مدت دو  C°26در دماي 

 (mg/l 500)بیوتیک سفوتاکسیم به محیط جدید حاوي آنتی
ها به محیط جدید حاوي سفوتاکسیم انتقال نمونه. منتقل شدند

هر هفت روز یک بار انجام شد تا زمانی که اثري از رشد 
متر ها حدود دو سانتیهنگامی که ریشه. ها مشاهده نشدباکتري

درصد ساکارز 3مایع حاوي  1/2MSد به محیط طول داشتن
  . منتقل شدند

از بافت  DNAاستخراج : هاي مویینبررسی تراریختی ریشه
. انجام شد) C-TAB )17ریشه مویین با استفاده از روش 

     با استفاده از آغازگر ژن (PCR)اي پلیمراز واکنش زنجیره
rol b (F: 5'-AGGCGGCTGTTAGTGGACGC-3', 

R: 5'-GTCTCCCCTGGCCCGAGTGT-3')  جهت
با استفاده از  PCRواکنش . ها انجام گرفتتأیید تراریختی ریشه

 35در )  TECHNE(ریزي دستگاه ترموسایکلر قابل برنامه
مرحله واسرشت کننده در دماي : چرخه به صورت زیر انجام شد

°C94  مرحله اتصال  ثانیه، 30به مدت°C58  1به مدت 
 C94°حله واسرشت سازي اولیه در دماي همچنین مر. دقیقه

به  C 72°دقیقه و مرحله تکثیر نهایی در دماي  3به مدت 
روي ژل آگاروز  PCRمحصولات . دقیقه انجام شد 10مدت 

2/1  %(w/v) بررسی شدند .  
  

هاي هوایی و برداري از اندامنمونه : تهیه عصاره آبی و متانولی
ن پس از چهار ماه از هاي موییریشه پس از شش ماه و ریشه

ها در تاریکی و دماي اتاق به مدت نمونه. ها انجام شدکشت آن

ها گرم از پودر هرکدام از بافت 2حدود . ساعت خشک شدند 48
بشر . منتقل شد%  70لیتر متانول میلی 100به یک بشر حاوي 

دور در دقیقه به  70مورد نظر در تاریکی روي شیکر با سرعت 
پس از این مدت با استفاده از . گهداري شدساعت ن 72مدت 

ها دور کاغذ صافی عصاره متانولی صاف گردید و باقیمانده بافت
ماري تغلیظ و عصاره حاصل با استفاده از دستگاه بن. ریخته شد

  . بدین ترتیب عصاره متانولی تهیه شد
ها گرم از پودر هرکدام از نمونه 2براي تهیه عصاره آبی حدود 

دقیقه  20لیتر آب مقطر استریل ریخته و به مدت یلیم 100در 
. گراد نگهداري شددرجه سانتی 60در حمام آب گرم با دماي 

دور در دقیقه منتقل و  70ها به شیکر با سرعت سپس نمونه
  . بقیه مراحل مشابه تهیه عصاره متانولی انجام شد

  
: آزمون ضد باکتریایی و ضد مخمري به روش دیسک دیفیوژن

اي سنجش خاصیت ضد باکتریایی و ضد مخمري از روش بر
براي این کار ابتدا سوسپانسیون . دیسک دیفیوژن استفاده شد

هاي باکتریایی و مخمري با غلظت استاندارد هرکدام از نمونه
فارلند تهیه و روي محیط کشت لوریا بروث جامد با مک 5/0

اي هدیسک. استفاده از سواپ به طور یکنواخت کشت شدند
) mg/ml10(ها بلانک به مدت یک دقیقه در محلول عصاره

      ور و  پس از خشک شدن حلال، روي محیط کشتغوطه
هاي حاوي متانول به عنوان همچنین از دیسک. قرار داده شدند

هاي حاوي آب مقطر هاي متانولی و از دیسکشاهد براي عصاره
ها در پلیت. هاي آبی استفاده شدبه عنوان شاهد براي عصاره

ساعت از کشت، قطر  18پس از . گرماگذاري شدند C37°دماي 
  . گیري شدکش اندازههاله عدم رشد با استفاده از خط

  
 یافته ها 

هاي نخستین ریشه: القاي ریشه مویین و بررسی تراریختی آن 
پس از . روز پس از اعمال آلودگی، پدیدار شدند12مویین حدود 

متري جدا و به محیط سانتی 2ریشه  حدود سه هفته، قطعات
½ MS  لاین ریشه  10به این ترتیب ). 1شکل(مایع منتقل شد

هاي براي بررسی تراریختی ریشه PCRاز . مویین ایجاد شد
روي ژل آگارز  PCRالکتروفورز محصولات . مویین استفاده شد

). 2شکل (تراریخت نیست ) 8لاین (نشان داد که تنها یک لاین 
که بهترین شرایط رشد و  2مانده لاین لاین باقی 9از بین 

  . کمترین تولید ترکیبات فنولی را داشت انتخاب و تکثیر شد
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هاي مویین از بافت برگ درمحل پدیدار شدن نخستن ریشه .1شکل
روز پس از اعمال 12هاي مویین حدود نخستین ریشه. زخم

پس از . (a)پدیدار شد  یزوجنزرا اگروباکتریومآلودگی به وسیلۀ 
 ½متري جدا و به محیط سانتی 2حدود سه هفته قطعات ریشه 

MS  مایع منتقل شد(b).  
 

  
 M. روي ژل آگارز PCRنتایج الکتروفورز محصولات  .2شکل

هاي مربوط به لاین 1 -10هاي، چاهکنشانگر اندازه مولکولی
از . مثبت است، کنترل 12کنترل منفی و چاهک  11ریشه، چاهک 

. باند نداده است 8هاي ایجاد شده تنها، لاین لاین ریشه 10
     غیر تراریخت است و ریشه مویین محسوب 8بنابراین لاین 

  .نمی شود
  
گیري هاله عدم اندازه: هابررسی خواص ضد میکروبی عصاره 

هاي آبی و تنها، عصاره هارشد نشان داد که در بین عصاره
. )3شکل ( اثر ضد میکروبی داشتند موییناي همتانولی ریشه

معمولی  هاي هوایی و ریشۀولی و آبی اندامهاي متانعصاره
مخمري از خود نشان ندادند برنجاسف اثر ضد باکتریایی و ضد 

هاي شاهد حاوي حلال هاله عدم رشد ایجاد دیسک ).1جدول (
 در سایر ،باسیلوس سابتیلیسطبق نتایج، به غیر از . نکردند
 تاثر ضد باکتریایی بیشتري نسب مویینعصاره آبی ریشه  ،موارد

ي مخمردر ارتباط با اثر ضد . به عصاره متانولی از خود نشان داد
ي بیشتر عصاره آبی نسبت مخمرنیز نتایج نشان دهنده اثر ضد 

به طور کلی اثر ضد . بود مویینهاي به عصاره متانولی ریشه
بیشتر از اثر ضد  مویینبی ریشه متانولی و آ باکتریایی عصاره

بیشترین تأثیر ضد میکروبی مربوط به عصاره . ها بودآن يمخمر

با  باسیلوس سابتیلیسبر باکتري  مویینآبی و متانولی ریشه 
 . متر بودمیلی 21 عدم رشد قطر هاله

  
اطراف . اثر مهاري عصاره آبی و متانولی ریشه مویین .3شکل  

 1دیسک(و آبی ) 1شکل1دیسک ( لی دیسک حاوي عصاره متانو
هاله عدم رشد  E. coliبافت ریشه مویین بر محیط کشت   )2شکل

هاي و اندام) 2دیسک (ریشه  تشکیل شد اما در مورد عصاره بافت
هاي در سایر نمونه. هاله عدم رشد مشاهده نشد) 3دیسک(هوایی 

  .باکتریایی و مخمري بررسی شده نتایج مشابهی مشاهده شد
  
  .قطر هاله عدم رشد: 1دول ج

  
دیسک . متر آورده شده استمیلی قطر هاله عدم رشد بر حسب 

حاوي متانول و دیسک حاوي آب که به عنوان شاهد مورد 
  .استفاده قرار گرفته بودند، هاله عدم رشد از خود نشان ندادند

  
  
  
  

    عصاره آبی  عصاره متانولی

اندام
هاي هوایی

  

ریشه
  

ریشه مویین
  

اندام
هاي

 
هوایی

  

ریشه
  

ریشه مویین
  

-  -  21  -  -  21  B. subtilis 

-  -  8  -  -  12  S. aureuse 

-  -  18  -  -  20  E. coli 

-  -  14  -  -  18  P. aeroginosa 

-  -  9  -  -  12  C. albicans 

-  -  8  -  -  11  S. cerevisea 

M  12   11   10     9     8     7     6      5      4      3      2      1    
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، دوره چهارم، شماره چهاردهم91پاییز   

  و همکاران کاظم یاري زاده

  بحث
ها بیماري درمان براي قدیم هايزمان از گیاهی هايعصاره

    یکی از موارد مصرف . اندشده قرار گرفتهمورد استفاده 
هاي عفونی است هاي گیاهی استفاده در مقابل بیماريعصاره

متناسب با ). 18( شوندها ایجاد میکه توسط میکروارگانیسم
توانند خاصیت هاي گیاه میگونه گیاه یک، چند یا همه اندام

کنون گیاهان  در این زمینه تا .)19(ضد میکروبی داشته باشند 
       اثرات سنجش و بررسی در. )20(اند شدهزیادي مطالعه 

 انتشار دو روش از موارد اکثر در باکتریایی و ضد قارچی ضد
دادگر و ). 21-22(شود استفاده می سازيرقیق ریز و دیسک

گونه از گیاهان دارویی  20، اثر ضد باکتریایی )2007(همکاران 
 و افسنطین (Artemisia herbaalba)درمنه گیاهان از جمله 

(Artemisia absinthium)  استافیلوکوکوس را در مقابل
. مقاوم و حساس به متیسیلین مورد بررسی قرار دادند اورئوس

 8گیاه مورد بررسی عصاره اتانولی  20ها دریافتند که از بین آن
گیاه شامل اوکالیپتوس، اسپند، درمنه، سیاه دانه، زرشک، گل 

           انار و گز در روش دیسک دیفیوژن بهترین اثرراعی، 
         را با توجه به قطر هاله عدم رشد  استافیلوکوکیضد 

نشان دادند، به طوریکه حداکثر میانگین قطر هاله عدم رشد 
مطالعه نخعی مقدم و ). 23(متر ارزیابی شد میلی 4/22ها آن

کوباکتر پیلوري ، در ارتباط با اثر ضد هلی)2006(همکاران 
 Artemisia)عصاره آبی و متانولی زیره سبز و ترخون 

dracunculus)  نشان داد که عصاره آبی و متانولی ترخون و
الیویرا و ). 24(کنندزیره سبز رشد این باکتري را مهار می

 ، اثر ضد باکتریایی عصاره آبی برگ گیاه)2011(همکاران 
Moringa oleifera  رار دادند و به این نتیجه را مورد بررسی ق

استافیلوکوکوس بهترین کارایی را در مقابل رسیدند که 
، انتروکوکوس فیکالیسو  ویبریو پاراهمولیتیکوس، اورئوس
). 25(میکرولیتر عصاره برگ دارد  400هاي حاوي دیسک

ریزوم برنجاسف را بر  ، اثر عصاره)2003(کاستا و همکاران 
. مورد بررسی قرار دادند Meloidogyne megedora نماتود 

                 25نتایج نشان داد که عصاره ریزوم با غلظت 
مانی این لیتر به نحو مؤثري باعث کاهش زندهمیلی/گرممیلی

مطالعات کمی در زمینه اثرات ). 26(شوددرصد می 70نماتود تا 
هاي مویین گیاهان دارویی صورت گرفته ضد میکروبی ریشه

     ، فعالیت ضد باکتریایی)2008(ن و همکاران جای. است
را مورد  Maytenus senegalensisهاي مویین گیاه ریشه

بررسی قرار دادند و به این نتیجه رسیدند که القاي ریشه 

را افزایش  M. senegalensisمویین، خواص ضد باکتریایی 
    این مطالعه اولین مورد القا و بررسی خواص ). 16(دهد می
د باکتریایی و ضد مخمري عصاره ریشه مویین گیاه برنجاسف ض

هاي ثانویه رسد که همانگونه که تولید متابولیتبه نظر می. است
هاي مویین معمولاً بیشتر از بافت اصلی گیاه مادري در ریشه

تولید ترکیبات ضد میکروبی و خواص ضد میکروبی نیز با  ،است
        رسد اثر نظر میبه . هاي مویین افزایش یابدالقاي ریشه

مویین برنجاسف  ضد باکتري و ضد مخمري بیشتر عصاره ریشه
 .ها باشدها مربوط به تراریخت بودن آننسبت به دیگر بافت

است که  يهاي مویین تولید ترکیبات جدیددیگر ویژگی ریشه
بنابراین، . شودمادري تولید نمیهاي مربوط به گیاه در بافت

تواند تولید نتایج بدست آمده در این مطالعه می دلیل دیگر
تأیید این مطلب . ترکیبات جدید با خاصیت ضدمیکروبی باشد

       اي اجزاي شیمیایی عصاره بافت مقایسه نیاز به بررسی
هاي آنالیزي ها با استفاده از روشمویین با سایر بافت ریشه

   . شیمیایی دارد
  

  نتیجه گیري
هاي عه نشان داد که عصاره آبی و متانولی ریشهنتایج این مطال

اي مویین گیاه برنجاسف خواص ضد میکروبی قابل ملاحظه
هاي هوایی و ریشه غیر عصاره آبی و متانولی اندام. دارند

تراریخت برنجاسف اثر ضد باکتریایی و ضد مخمري از خود 
 ،در سایر موارد ،باسیلوس سابتیلیسبه غیر از . نشان ندادند

اثر ضد باکتریایی بیشتري نسب به  مویینصاره آبی ریشه ع
ي مخمردر ارتباط با اثر ضد . عصاره متانولی از خود نشان داد

ي بیشتر عصاره آبی نسبت مخمرنیز نتایج نشان دهنده اثر ضد 
  . بود مویینهاي به عصاره متانولی ریشه
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