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  چكيده
مقاومت  ها به علت بيماري در درمان دارويي گياهان از استفاده اخير هاي سال در
در اين تحقيق اثر ضد باكتريايي  .شيميايي رونق يافته است داروهاي به ها باكتري
هاي براث  هاي آبي و اتانولي حاصل از كشت سلولي زيره سياه با استفاده از روش عصاره

، Staphylococus aureusهاي  بر روي باكتري انتشار در آگارماكرو دايلوشن و 
Escherichia coli  وBacillus subtilis هاي مختلف  هاي بذري و رقت بررسي و با عصاره
ها انجام شد  از باكتري 107و  cfu/ml 106اين آزمايش در دو تعداد  .اسانس مقايسه شد

 به) ميكروگرم 30(و تتراسايكلين ) ميكروگرم 10(جنتامايسين   بيوتيك و از دو آنتي
نتايج نشان داد كه  .ها به عنوان شاهد منفي استفاده شد عنوان شاهد مثبت و حلال

تا  12/3براي اسانس حاصل از بذر زيره سياه در دامنه ) MIC(حداقل غلظت بازدارنده 
گرم  ميلي 50تا  5/12ليتر، براي عصاره حاصل از كشت سلولي  گرم در ميلي ميلي 25/6

. ليتر بدست آمد گرم در ميلي ميلي 50تا  25حاصل از بذر ليتر و براي عصاره  در ميلي
نسبت به دو باكتري ديگر بيشتر  S. aureusاثر بازدارندگي تيمارها بر روي باكتري 

اثر بازدارندگي  B. subtilisو  S. aureusهاي  همچنين با افزايش تعداد باكتري. است
اثرات بازدارندگي  .شدديده ن E. coli در موضوعاين  ولي تيمارها كاهش يافت

هاي انتخابي كمتر از اسانس  اي بر باكتري شيشه هاي سلولي حاصل از كشت درون عصاره
رسد  هاي مختلف اسانس بود و لذا به نظر مي هاي بذري و رقت خالص و بيشتر از عصاره

  .كشت سلولي زيره سياه روش مناسبي براي توليد تركيبات ضد باكتريايي باشد

  
  16/10/91 :دريافتتاريخ 

  06/03/92 :تاريخ پذيرش
  

  هاي كليدي واژه
  اثرات ضد باكتريايي

  اسانس
  كشت

  سوسپانسيون سلولي
  عصاره

Bunium persicum  

  
  مقدمه
 با درماني، مقابله هاي چالش مهمترين از يكي
 بالاي گسترش و شيوع دليل به عفوني هاي بيماري

 40 دهه در پنيسيلين شناسايي پس از .ها است آن

آنتي  روزه هر آن، از استفاده و گسترش ميلادي
 .شد ارائه ها عفونت درمان هاي جديدي براي بيوتيك

آنتي  باليني استفاده امر گسترش اين نتيجه
 .بود ها عفونت در درمان سنتتيك و طبيعي هاي بيوتيك
 به منجر ميكروبي داروهاي ضد اين از بي رويه استفاده
شد  ها باكتري اكثر در هاي دارويي مقاومت افزايش

)Weinstine, 2001.( دلايل از يكي همين موضوع 
 كم طبيعي عنوان مواد به گياهان از به رشد رو استفاده
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به آنتي  قيمت، نسبت ارزان و دسترس در خطر،
 باكتريال هاي عفونت در درمان سنتتيك، هاي بيوتيك

  ).1389باف و همكاران،  مشكي(بوده است 
 B. Fedtsch.) )Boiss.( (Buniumزيره سياه 

persicum  متعلق به خانواده  گياهي است دو لپه ،
Apiaceae شمالي خراسان، كرمان و  كه در نواحي

اين گياه ). 1372قهرمان، (رويد  شرق زاگرس مي
، ميوه چتر مركب از نوعآن آذين  علفي، چند ساله، گل

بذرهاي آن . باشد اي مي نيام و به رنگ خاكستري قهوه
باشند كه حاوي  درصد اسانس مي 7تا  4داراي 

 -آلدئيد، گاما   تركيبات ارزشمندي نظير كومين
پينن، ميرسن و  -پينن، آلفا  -سيمن، بتا -ترپينن، پارا

اسانس زيره ). 1388مقتدر و همكاران، (ليمونن است 
دهنده در صنايع غذايي كاربرد   عنوان طعم سياه به

توان به افزايش ترشح  دارد و از خواص دارويي آن مي
آوري، هضم  دهنده قند خون، اشتها   شير، كاهش

هاي معده و اثرات ضد سرطاني،  كننده، رفع اسپاسم
ضد تشنج، ضد حشره و ضد آسم آن اشاره كرد 

  ).1388مقتدر و همكاران، (
 ضد اثرات خصوص در متعدديي هاگزارش
وسيله  به مختلف هاي گياهي عصاره و اسانس ميكروبي

به عنوان مثال مومني و . است شده محققان گزارش
 باكتري ضد خاصيت بررسي ، به)1388(زاده  زمان

برابر  در و زنجبيل پياز الكلي و آبي خام، عصاره
Staphylococus aureus ،Pseudomonas 

aeroginosa ،Escherichia coli  وCandida 

albicans  داد كه  نشان ها نتايج بررسي آن .پرداختند
را  رشد ميكروبي سايرين، از بيش زنجبيل عصاره الكلي

به  حساسيت زيادي P. aeroginosaكند و  مهار مي
تحقيق ديگري  در. داد نشان زنجبيل و پياز عصاره
عليه  گياهي عصاره 10ضد باكتريايي  اثرات

Helicobacter pylori نتايج آن نشان. صورت گرفت 
مريم  بيان، از شيرين حاصل هاي گياهي عصاره كه داد

مهار  اثرات داراي زيتون شيطان و گلي، افسنطين
شيرازي و ( ها هستند باكتري رشد كنندگي بر

  ).1382همكاران، 
 گونه هفت اسانس ميكروبي ضد اثرات بررسي

زا كه توسط  بيماري هاي باكتري برخي گياهي روي
داد  صورت گرفت، نشان) 1382(چلبيان و همكاران 

مورد  گياهان هاي هوايي بخش از حاصل هاي كه اسانس
 .هستند توجهي قابل باكتريال آنتي اثرات مطالعه داراي

اسانس  ضد ميكروبي فعاليت در مورد هايي بررسي
گرفت كه  نعناع نيز صورت هاي تيره از گونه تعدادي
 هاي بر روي ميكروارگانيسم گياهان اين بازدارنده اثرات

 بين، اين در قرار داد و تاييد مورد استفاده را مورد
Thymus numidicus تر بود  موثر بقيه از)Kabuche et 

al., 2005 .( همچنين اثر ضد ميكروبي اسانسB. 

persicum هاي استاندارد  بر روي نژادS. aureus ،E. 

coli ،Salmonella typhi و dysentriae Shigella 
). Syed and Hanif, 1985(بررسي و به اثبات رسيد 

 برخي عليهنيز  سبز زيره اسانس كترياييبا ضد خاصيت
شده است  گزارش گياهي هاي پاتوژن باكتري از
)Iacobellis et al., 2005 .( همچنين اثر ضد ميكروبي

باكتري  6، در تحقيقي بر روي Carum carviاسانس 
گرم مثبت و گرم منفي مورد بررسي قرار گرفت، كه 

 .S. aureus ،Eهاي  نتايج نشان داد بر روي باكتري

coli،S. epidermidis   طالعي و (اثر ضد باكتريايي دارد
  ).1386همكاران، 

 از ثانويه هاي متابوليت توليد اخير هاي سال در
 رويكرد يك صورت به گياهي هاي سلول كشت طريق
 طوري به است، درآمده سلولي كشت تحقيقات در مهم
 موجود ثانويه هاي متابوليت ميزان موارد بعضي در كه
 در آن ميزان از بيشتر خيلي اي شيشه  كشت درون در

 شده، كشت هاي سلول گاهي يا و است بوده كامل گياه
 توليد اوليه گياه در كه كنند مي توليد هايي متابوليت

 ,.Ziaratnia et al., 2009; Mewis et al(شود  نمي

2011.(  
استقرار كشت سلولي گياهان دارويي امكان توليد 

اي  شيشه تركيبات ضد باكتريايي را در شرايط درون
به عنوان ). Chintalwar et al., 2003(كند  فراهم مي

مثال اثرات ضد باكتريايي عصاره سلولي حاصل از 
بررسي و  Ricinus communisن كشت سوسپانسيو

). Rahman and Bari, 2013(اثبات شده است 
همچنين اثرات بازدارندگي عصاره متانولي كالوس و 

باكتري مختلف  19بر روي  Cleome roseaسلول 
 ,.Simoes-Gurgel et al(بررسي و گزارش شده است 

2012.(  
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هاي متعدد در مورد بررسي  با توجه به گزارش
هاي حاصل از كشت  كروبي عصارهخواص ضد مي

 ;Villarreal et al., 1997(سلولي در گياهان مختلف 

Haghbeen et al., 2011( اين تحقيق با هدف بررسي ،
هاي آبي و اتانولي حاصل از  اثر ضد باكتريايي عصاره

هاي كشت سوسپانسيون زيره سياه با دو روش  سلول
 cfu/mlديسك ديفيوژن و چاهك پليت و در دو تعداد 

و  S. aureus ،E. coliاز سه باكتري  107و  106
Bacillus subtilis هاي بذري و  و مقايسه آن با عصاره
  .اسانس انجام گرفت

  هامواد و روش
مواد گياهي، القاي كالوس و استقرار كشت 

  سوسپانسيون سلولي 
زراعي   توده ،بذر استفاده شده در اين پژوهش

از مزرعه تحقيقاتي دانشكده اي است كه  شده
در خرداد ماه كشاورزي دانشگاه فردوسي مشهد 

زني بذر تا  مراحل طي شده از جوانه. تهيه شد 1391
استقرار كشت سوسپانسيون سلولي مطابق با روش 

به ) 2012(و همكاران  Khosravinia ذكر شده توسط
  .آمده است، صورت گرفت 1صورتي كه در شكل 

  
، تشكيل كالوس كامل )الف(ماه  2زده زيره سياه در محيط كشت ساده حاوي ساكارز و آب آگار پس از گذشت  بذر جوانه - 1شكل 

و استقرار كشت ) ب( BAگرم در ليتر  ميلي 5/0و  NAAگرم در ليتر  ميلي 2جامد حاوي  MSماه در محيط كشت  3پس از 
  ).ج(مايع  MSسوسپانسيون سلولي در محيط كشت 

  ها و تهيه اسانس گيري از نمونه عصاره
ساعت با  3گرم بذر زيره سياه به مدت  120

اسانس حاصله با  گيري شد و دستگاه كلونجر اسانس
  .گيري گرديد استفاده از سولفات سديم آب

 70ها و بذر، مقدار  گيري از سلول به منظور عصاره
گرم بذر را به صورت پودر  70گرم سلول خشك و 

درصد  80ليتر از دو حلال اتانول  ميلي 200درآورده و 
 DMSO (5(متيل سولفوكسيد  و دي) 1385اميري، (

به  ها اضافه و به آن) Oroojalian et al., 2010(درصد 
ها  و سپس عصاره  نگهداري يخچال در ساعت 72 مدت
ها با استفاده از دستگاه  خشك كردن عصاره. شد  صاف

ها  روتاري انجام شد و پس از تعيين وزن خشك آن
  . ها افزوده شد ليتر حلال به آن ميلي 5، )گرم 4/0(

 v/v 10/1اسانس حاصل از بذر را هم به دو نسبت 
 DMSOدرصد و  80با دو حلال اتانول  v/v 100/1و 
 Bendahou et(درصد  10درصد با استفاده از توئين 5

al., 2008 (ها پس از  در نهايت كليه نمونه. رقيق شد
  . ميكرومتر استريل شدند 22/0عبور از فيلتر 

  
  ها بررسي اثر ضد ميكروبي نمونه

هاي حاصل  فعاليت ضد باكتريايي اسانس و عصاره
 .Sهاي  از بذر و سلول زيره سياه بر روي باكتري

aureus ،B. subtilis  وE. coli  1جدول (بررسي شد .(
هاي مورد استفاده در اين پژوهش از مركز  باكتري

هاي  هاي سازمان پژوهش ها و باكتري كلكسيون قارچ
بدين . هيه شدت) IROST(علمي و صنعتي ايران 

 24هاي كشت داده شده به مدت  منظور از باكتري
مرك (ساعت در محيط كشت مولر هينتون براث 

 5/0، سوسپانسيوني با كدورت معادل استاندارد )آلمان
تهيه و ) ليتر باكتري در هر ميلي 108(مك فارلند 

ميكروليتر از  10ميكروليتر و  100سپس 
ر هينتون آگار كشت مول محيط سوسپانسيون بر روي
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به طور يكنواخت پخش شد و از دو روش ديسك 
ديفيوژن و چاهك پليت براي بررسي اثر ضد باكتريايي 

تهيه (هاي استريل بلانك  ديسك. ها استفاده شد نمونه
 6 قطر به هايي و چاهك) شده از شركت پادتن طب

هاي حاوي باكتري ايجاد  محيط كشت روي متر ميلي
و  ها چاهك نمونه استريل در هر ازميكروليتر  50 شد و

 فعاليت مقايسه براي .شد ها ريخته بر روي ديسك
 بيوتيك آنتي و اسانس از دو ها عصاره بازدارندگي

) ميكروگرم در هر ديسك 10(استاندارد جنتامايسين 
و ) 1389و دانشمندي و همكاران،  1385اميري، (

 مقتدر و) (ميكروگرم در هر ديسك 30(تتراسايكلين 
 بعنوان) ; 1388Menghani et al., 2011همكاران، 

درصد و  80هاي اتانول  مثبت و از حلال شاهد
DMSO 5 گرديد و  منفي استفاده شاهد بعنوان درصد
درجه  37دماي  در ساعت 24 مدت به ها نمونه سپس
تعيين  جهت در نهايت .داده شدند قرار گراد سانتي
 قطر مختلف، هاي و عصاره اسانس بازدارندگي ميزان

 گيري اندازه كش وسيله خط به رشد هاله بازدارندگي
  .شد

  

 هاي مورد استفاده در اين تحقيق انواع و نژاد باكتري -1جدول 

  ها نژاد باكتري  آميزي گرم واكنش به رنگ  هاي مورد استفاده باكتري

Staphylococus aureus   +  PTCC 1764  

Bacillus subtilis  +  PTCC 1023  

Escherichia coli   -  PTCC 1330  
  

) حداقل غلظت مهاركنندگي( MIC1تعيين 
  )حداقل غلظت كشندگي( MBC  2و

 از روش مـاكرو بـراث دايلوشـن    MICبراي تعيين 
Microbroth dilution) (متـوالي    رقـت  7. استفاده شد

ــر  ــت (دو براب ــا  56/1از غلظ ــي 100ت ــر   ميل ــرم ب گ
درصـد و   80، با استفاده از دو حلال اتـانول  )ليتر ميلي
هـا   از اسـانس و عصـاره  درصد  5متيل سولفوكسيد  دي

سوسپانسـيون اورنايـت   از  ميكروليتـر  500. تهيه شـد 
 cfu/mlهاي مورد آزمايش بـا كـدورت معـادل     باكتري

هاي آزمايش حـاوي محـيط كشـت مـولر      به لوله 107
هـاي متـوالي دو برابـر اسـانس و      هينتون براث و رقـت 

اي براي تعيين  هاي مشابه آزمايش. ها افزوده شد عصاره
MIC  محيط كشت مولر هينتون (شاهدهاي مثبت در

محيط (و منفي ) براث، نرمال سالين و عصاره يا اسانس
. انجام شـد ) ري و حلالكشت مولر هينتون براث، باكت

  درجــه 37ســاعت در دمــاي  24هــا بــه مــدت  نمونــه
 بـدون  چاهـك  اولـين گـراد نگهـداري شـدند و     سـانتي 

بــر  گــرم  بــه صــورت ميلــي( MICعنــوان  كــدورت بــه
هـا از   براي تعيين كدورت نمونه. شد گزارش )ليتر ميلي

                                                 
1- Minimum Inhibition Concentrations 
2- Minimum Bacteriocidal Concentrations 

 UV-1600Aدســـــتگاه اســـــپكتروفتومتر مـــــدل 
)SHIMADZU ( نــانومتر اســتفاده  600و طــول مــوج

 .شد

، بــه منظــور تعيــين MICپــس از بررســي نتــايج 
MBC ،100 هـاي   ميكروليتر از محلول موجود در لوله

آزمايشي فاقد كدورت به طور جداگانه بر روي محـيط  
 24كشت مولر هينتون آگار كشت داده شد و پـس از  

گـراد،   درجـه سـانتي   37ساعت انكوباسيون در دمـاي  
مارهـا كـه بـاكتري در آن رشـد     كمترين غلظتـي از تي 

در نظـر   MBCنكرده بود به عنوان غلظـت كشـندگي   
  . گرفته شد

  
  آماري تجزيه

 در قالب طرح آماري كاملاً تكرار سه بااين آزمايش 
اسـتفاده  با  ها داده واريانستجزيه  شد و انجامتصادفي 

ها با استفاده  و مقايسه ميانگين SASافزار آماري  نرماز 
  .اي دانكن انجام شد د دامنهاز آزمون چن
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 نتايج و بحث

هاي آبي  رقت باكترياييضد  خاصيت تحقيق اين در
هـاي   اسانس حاصل از بذر زيره سياه و عصارهو اتانولي 

ــذر و ســلول  ــانولي حاصــل از ب هــاي كشــت  آبــي و ات
ــاكتري   ــه ب ــياه علي ــره س ــيون زي ــاي  سوسپانس  .Sه

aureus،B. subtilis   وE. coli ) ــداد در  cfu/mlتع
 مـورد روش بـراث مـاكرو دايلوشـن     از استفاده با )107

و  اسـانس  باكتريـايي  ضـد  خـواص . تگرف قرار آزمايش
گـزارش شـد    MBCو  MICمقـدار  ها با تعيين  عصاره

 S. aureusهـا در مـورد    نمونه MICمقدار ). 2جدول (
ــد  اخــتلاف معنــي ــه )P>05/0(داري را نشــان دادن ، ب

در عصـاره اتـانولي    MICطوري كـه بيشـترين مقـدار    
ــي   ــذر و آنت ــل از ب ــايكلين   حاص ــك تتراس  50(بيوتي

ــر ميلــي ميلــي و كمتــرين مقــدار آن در ) ليتــر گــرم ب
ــت ــي   رق ــانس و آنت ــانولي اس ــي و ات ــاي آب ــك  ه بيوتي

مشـاهده  ) ليتـر  گرم بر ميلـي  ميلي 12/3(جنتامايسين 
كشـت سـلولي   هاي حاصـل از   عصاره MICمقدار . شد

ليتر و مقـدار آن در   گرم بر ميلي ميلي 5/12زيره سياه، 
ليتـر   گرم بـر ميلـي   ميلي 25عصاره آبي حاصل از بذر، 

نشان داده شـده اسـت،    2طور كه در جدول  همان. بود
هاي آبي و اتانولي حاصل از بذر  در عصاره MBCمقدار 

گـرم بـر    ميلـي  S. aureus ،25و كشت سـلولي عليـه   
 MBCداري را با مقدار  ر بود كه اختلاف معنيليت ميلي

بيوتيـك   هـاي آبـي و اتـانولي اسـانس و آنتـي      در رقت
ــين  ــي 12/3(جنتاميس ــي   ميل ــر ميل ــرم ب ــر گ و ) ليت

) ليتـر  گرم بر ميلي ميلي 50(بيوتيك تتراسايكلين  آنتي
  ).P>05/0(نشان داد 

هـاي آبـي و    در رقت MIC، مقدار E. coliدر مورد 
بيوتيـك جنتاميسـين اخـتلاف     و آنتـي اتانولي اسانس 

در  MICمقـدار  . )<05/0P( داري را نشان ندادند معني
هاي آبي و اتانولي حاصل از بذر و عصاره اتانولي  عصاره

ليتـر   گرم بر ميلـي  ميلي 50حاصل از كشت سلولي نيز 
داري بـا عصـاره آبـي حاصـل از      بود كه اختلاف معنـي 

ــلولي   ــت س ــي 25(كش ــي  ميل ــر ميل ــرم ب ــر گ و ) ليت
ــي ــايكلين   آنت ــك تتراس ــي 5/12(بيوتي ــر   ميل ــرم ب گ
هـاي آبـي و    در عصـاره  MBCمقدار . داشت) ليتر ميلي

، E. coliاتانولي حاصل از بذر و كشت سـلولي بـر روي   
كـه اخـتلاف   ) ليتـر  گرم بر ميلـي  ميلي 50(مشابه بود 

بيوتيـــك  در آنتـــي MBCداري را بـــا مقـــدار  معنـــي

. نشـان داد ) ليتر گرم بر ميلي ميلي 5/12(تتراسايكلين 
هاي آبـي و   ، در رقتE. coliبر  MBCهمچنين مقدار 

بيوتيـك جنتاميسـين، هماننـد     ولي اسانس و آنتـي اتان
  ).2جدول (داري نداشت  ، اختلاف معنيMICمقدار 

 .Bهـا بـر    اسـانس و عصـاره   MBCو  MICمقدار 

subtilis  مقـدار آن  بيشترين يكسان بود، به طوري كه
ــارهدر  ــذر    عص ــانولي حاصــل از ب ــي و ات ــاي آب  50(ه

در عصـاره   و كمترين مقدار آن) ليتر گرم بر ميلي ميلي
بيوتيك جنتاميسين  آبي حاصل از كشت سلولي و آنتي

همچنـين  . مشاهده شـد ) ليتر گرم بر ميلي ميلي 5/12(
عصاره اتـانولي حاصـل از كشـت     MBCو  MICمقدار 

و  MICمقـدار  . ليتر بـود  گرم بر ميلي ميلي 25سلولي، 
MBC بيوتيـك   هاي آبي و اتانولي اسانس و آنتـي  رقت

  .)2جدول (داري نداشتند  معني اختلافجنتاميسين 
روش براث ماكرو دايلوشن نشان در مجموع، نتايج 

هـاي   اسـانس، عصـاره  در  MBCو  MICمقدار  داد كه
حاصــل از بــذر و كشــت ســلولي زيــره ســياه بــر روي 

) B. subtilis و S. aureus(هـاي گـرم مثبـت     بـاكتري 
اسـت و در  ) E. coli(هاي گـرم منفـي    كمتر از باكتري

هـاي گـرم    هـا بـر بـاكتري    اثر مهاركنندگي آنحقيقت 
باشـد   هـاي گـرم منفـي مـي     مثبت بيشـتر از بـاكتري  

 MICهمچنين مقدار ). 1389عروجعليان و همكاران، (
هــاي حاصــل از كشــت  اســانس و عصــارهدر  MBCو 

هاي بـذري آن اسـت،    سلولي زيره سياه كمتر از عصاره
 ـ  دهنـده قـدرت بازدارنـدگي بيشـتر آن     كه نشان ر هـا ب
 ,.Sharififar et al(هاي مـورد آزمـايش اسـت     باكتري

هـا   در بيشتر نمونه MBCو  MICمقدار مشابه ). 2010
هاي  بر روي باكتري) به خصوص در اسانس زيره سياه(

 باكتريوســيدال و قــوي اثــر دهنــده انتخــابي، نشــان
كمتـر  مقـدار  همچنـين   .هـا اسـت   آن باكتريواستاتيك

MIC  نسبت بهMBC اي حاصل از كشـت  ه در عصاره
هـا در   دهد كه ايـن عصـاره   زيره سياه نشان مي سلولي

باكتريواسـتاتيك و در  تري داراي خاصيت  غلظت پايين
. غلظت بالاتري داراي خاصيت باكتريوسـيدال هسـتند  

و همكـاران    Simoes-Gurgelاي كه توسـط  در مطالعه
بر روي خاصيت ضدباكتريايي عصاره متانولي ) 2012(

انجـام   Cleome rosea vahlسـلولي   حاصـل از كشـت  
  .شد، همين نتيجه مشاهده شد
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هاي آبي و اتانولي حاصل از بذر، كشت  جنتامايسين، تتراسايكلين، عصاره) ليتر گرم بر ميلي ميلي( MBCو  MICغلظت  -2جدول 
  .B. subtilisو  S. aureus ،E. coliهاي  از باكتري cfu/ml 107هاي مختلف اسانس زيره سياه در تعداد  سلولي و رقت

  S. aureus  E. coli  B. subtilis  ماده موثره

 MIC MBC  MIC MBC  MIC MBC  
  b 00/25  b 00/25  a  00/50  a  00/50  a  00/50  a  00/50 عصاره آبي بذر

  a  00/50  b 00/25  a  00/50  a  00/50  a  00/50  a  00/50 عصاره اتانولي بذر
  c 50/12  b 00/25  b 00/25  a  00/50  c 50/12  c 50/12 عصاره آبي كشت سلولي

  c 50/12  b 00/25  a  00/50  a  00/50  b 00/25  b 00/25 عصاره اتانولي كشت سلولي
  d 12/3  c 12/3  d 12/3  c 12/3  d 12/3  d 12/3  هاي آبي اسانس  رقت
  d 12/3  c 12/3  d 25/6  c 25/6  d 25/6  d 25/6  هاي اتانولي اسانس رقت
  d 12/3  c 12/3  d 25/6  c 12/3  d 25/6  d 12/3  )ميكروگرم در هر ديسك 10(جنتامايسين 
  a  00/50  a  00/50  c 50/12  b 50/12  c 50/12  c 50/12  )ميكروگرم در هر ديسك 30(تتراسايكلين 

  ).<05/0P(داري ندارند  اي هستند، اختلاف معني  هايي كه داراي حروف مشابه در هر ستون ميانگين
  

با استفاده از روش انتشار در آگار، اثر ضد 
هاي مختلف  در رقت(باكتريايي اسانس حاصل از بذر 

هاي آبي و اتانولي  و عصاره) درصد 100و  10، 1
هاي كشت سوسپانسيون زيره  حاصل از بذر و سلول

 دوبه ) ليتر گرم در ميلي ميلي 80در غلظت (سياه 

ر دو و د ديفيوژن ديسكو  پليت كمي چاهك روش
 .S. aureus،Bهاي  از باكتري 107و  cfu/ml 106تعداد 

subtilis   وE. coli  نشان داده شده  4و  3در جدول
 ها نمونه توجه قابلنتايج بيانگر اثر بازدارندگي . است

 رشد عدم هاله صورت به كه بود ها بر رشد باكتري
دهنده  كه نشان هاله قطر تئوري نظر از. شد نمايان
 غلظت از العملي عكسباشد،  ها مي باكتري رشد عدم
 ارتباط يك پديده اين .است گياه در موجود ثرهوم ماده

 مورد ماده غلظت لگاريتم و هاله اندازه بين خطي
 مقايسه و هاله قطر گيري اندازه با كه باشد مي آزمايش

 ماده ميكروبي ضد قدرت مشخص، استاندارد با آن
  ). Neef et al., 1995( شود مي معين آزمايش مورد

 ديسكو  پليت چاهك كمي روش دو اين مقايسه
 با مقايسه در پليت چاهك روش كه ادد ديفيوژن نشان

 بر بيشتري مهاركنندگي اثر ديفيوژن، ديسك روش
 به است ممكن تفاوت اين .دارد ها ميكروارگانيزم رشد
 گياهي عصاره ،چاهك روش در كه باشد دليل اين

 روش در كه حالي در شود مي ريخته چاهك در اًمستقيم
 شده و عصاره آغشته به ها ديسك ابتدا ديفيوژن ديسك

 آگار سطح در )ساعت 2-1( حلال كامل تبخير از پس
  ).مستقيم غير طور به(گيرند  مي قرار

هاي حاصل از بذر  اثر ضد باكتريايي اساس و عصاره
 و S. aureusهاي  و كشت سلولي زيره سياه بر باكتري

B. subtilis  بيشتر ازE. coli  در). 4و  3جدول (است 
 هاي عصاره و اسانس ميكروبي ضد اثرات موارد اغلب

 از مثبت بيشتر گرم هاي باكتري روي بر گياهان مختلف
 هاي باكتري بالاتر مقاومت. است منفي گرم هاي باكتري

 ليپيدي فسفو غشاي حضور به توان گرم منفي را مي
 دوست چربي تركيبات به نفوذ قابل غير تقريبا خارجي

  اين امر در نتايج ساير محققان هم ديدهنسبت داد كه 
و عروجعليان و همكاران،  1385اميري، (شود  مي

1389 .(  
هاي متفاوت بر فعاليت ضد  استفاده از حلال

هاي مختلف  هاي حاصل از اندام باكتريايي عصاره
بدست طبق نتايج ). 1385اميري، (گياهي موثر است 

، خاصيت ضد باكتريايي 4و  3جدول آمده از 
هاي آبي بذر و سلول زيره سياه بيشتر از  عصاره
هاي اتانولي آن بود كه با نتايج اميري و  عصاره

بر روي خاصيت ضد باكتريايي سير ) 1388(همكاران 
مطابق است، در حالي كه در  Aeromonas sobriaبر 

 عصاره اتانولي اثر ضد ميكروبي) 1385(نتايج اميري 
از  تربيش Allium jesdianum Boiss.& Buhseگياه 

اختلاف در خاصيت ضد باكتريايي  .بود آنعصاره آبي 
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ها ممكن است به خاطر تفاوت در حلاليت مواد  عصاره
  . هاي گياهي باشد موثره موجود در اندام

نشان داده شده  4و  3طور كه در جدول  همان
اسانس خالص زيره سياه است، اثر ضد باكتريايي 

و تتراسايكلين است جنتامايسين  بيوتيك بيشتر از آنتي
)05/0P< .( درصد  10و  1هاي  رقتاثر بازدارندگي

، )>05/0P(جنتامايسين بود اسانس همواره كمتر از 
ها بستگي به نوع  تتراسايكلين، اثر آنولي در مورد 
، اثر S. aureusبه طوريكه در مورد . باكتري دارد

بيوتيك  آنتياسانس بيشتر از درصد  10و  1هاي  رقت
، كمتر از E. coliو  B. subtilisتتراسايكلين و در مورد 

نتايج بدست آمده از  .بود تتراسايكلينبيوتيك  آنتي
بررسي اثرات ضدباكتريايي اسانس حاصل از گياهان 

. دهد ها را نشان مي مختلف، قدرت بازدارندگي زياد آن
انجام  2011اي كه در سال  در مطالعه به عنوان مثال

گياه دارويي ايراني  15شد، اسانس زيره سياه در ميان 
بررسي شده، قدرت مهاركنندگي زيادي عليه 

Lactococcus garvieae  داشت)Goudarzi et al., 

 هاي تركيب )1388( همكاران و مقتدر). 2011
 تودهسياه  زيره اسانس ميكروبي ضد اثر و شيميايي

 روش به باكتريايي سوش 9 عليه را كرمان يوحش

 كه نمودند اظهار و كردند بررسي ديفيوژن ديسك
 تواند مي و داشته باكتريايي ضد اثر گياه اين اسانس

 مورد خاص زاي بيماري هاي ميكروب با مقابله براي

استخراج شده به وسيله  اسانس. گيرد قرار استفاده
روش تقطير با آب از گياه زيره سبز فعاليت ضد 

 Rosmarinusاسانستري نسبت به  ميكروبي قوي

officinalis   عليهE. coli ،S. aureus و 
monocytogenes Listeria دهد نشان مي )Gachkar 

et al., 2007.( انجام  2002اي كه در سال  در مطالعه
 خانواده از گونه 7 اسانس باكتريايي ضد خواصشد، 

 .Corynebacterium diphtheria ،Sبر روي  نيز كرفس

aureus، Streptococcus haemolyticus، E. coli، 
Proteus vulgaris و Klebsiella spp.  آزمايشمورد 

گونه مورد  7 از بين كه نتايج نشان داد و گرفت قرار
 ,.Singh et al(است  ثروم زنيان بسيار اسانسبررسي، 

2002.(  
حاصل بذر زيره سياه   اثر بازدارندگي عصاره

بيوتيك جنتامايسين و  داري با آنتي اختلاف معني

اثر مهاركنندگي ). >05/0P(تتراسايكلين داشت 
هاي مورد آزمايش همواره  هاي بذري بر باكتري عصاره

كمتر از جنتامايسين بود، در حالي كه اثر بازدارندگي 
به نوع  تتراسايكلينبيوتيك  آنتيبت به ها نس آن

 S. aureusدر مورد قطر هاله . باكتري بستگي داشت
 B. subtilisو  E. coliدر مورد و  تتراسايكلينبيشتر از 

طبق ). 4و  3جدول (بود  كمتر از تتراسايكلين
اثر ضد باكتريايي و ضد قارچي تحقيقات صورت گرفته 

مختلف گياه زيره  هاي عصاره اتانولي حاصل از اندام
و  E. coli ،S. aureus، P. aeroginosaسياه بر روي 
C. albicans ها نشان داد كه اين  نتايج آن .بررسي شد

ها و  عصاره داراي اثرات قابل توجهي بر روي باكتري
. )Menghani et al., 2011(باشد  هاي انتخابي مي قارچ

هاي آبي، اتانولي، استوني و پتروليوم اتر  اثر عصاره
گياه دارويي از جمله  6هاي مختلف  حاصل از قسمت
، S. typhimurium ،S. abony ،E. coliزيره سياه عليه 

S. aureus ،Clostridium butyricum ،B. 

cereus،Micrococcus luteus   وC. albicans  بررسي
هاي مختلف زيره  عصارهشد و نتايج نشان داد كه اثر 

 Amomum subulatum  ،Nigellaسياه در مقايسه با

sativa  وGlycyrrhiza glabra  كمتر است
)Abubaker et al., 2010.(   

هاي آبي و  در مقايسه اثرات بازدارندگي عصاره
اتانولي حاصل از كشت سلولي زيره سياه و 

هاي جنتامايسين و تتراسايكلين بر  بيوتيك آنتي
و  3طور كه در جدول  هاي مورد آزمايش، همان تريباك
توان به اثر مهاركنندگي  نشان داده شده است، مي 4

 S. aureusهاي حاصل از كشت سلولي بر  بيشتر عصاره
همچنين اثر . بيوتيك اشاره كرد نسبت به دو آنتي

 .Bو  E. coliهاي حاصل از كشت سلولي بر  عصاره

subtilis  و تتراسايكلين است كمتر از جنتامايسين
)05/0P< .( تحقيقات متعددي بر روي بررسي اثرات

، ضد ويروسي )Villarreal et al., 1997(ضد قارچي 
)Sokmen, 2001 ( و ضد باكتريايي)Rahman and 

Bari, 2013 (هاي حاصل از كشت سلولي در  عصاره
اي كه در سال  در مطالعه. گياهان صورت گرفته است

عصاره ثرات ضد باكتريايي صورت گرفت، ا 2012
اثبات شد ولي  Cleome roseaمتانولي كالوس و سلول 

هاي  اين اثرات در مقايسه با عصاره حاصل از اندام
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توان به  اين تفاوت را مي. مختلف گياه كمتر بود
-Simoes(ها نسبت داد  اختلاف در تمايز يافتگي بافت

Gurgel et al., 2012 .(  
  

هاي آبي و اتانولي حاصل از بذر،  جنتامايسين، تتراسايكلين، عصاره) متر ميلي(مقايسه ميانگين قطر هاله عدم رشد  - 3 جدول
 .S. aureus ،Eهاي  از باكتري cfu/ml 106هاي مختلف اسانس زيره سياه با دو روش چاهك و ديسك در تعداد  كشت سلولي و رقت

coli  وB. subtilis  

  ماده موثره
S. aureus  E. coli  B. subtilis  

 چاهك ديسك چاهك ديسك چاهك ديسك

 c22 29  ed12 14  d16 19  عصاره آبي بذر

 c22 24  ed12 11  e14 19  عصاره اتانولي بذر

 b24 27  d13 18  cd17 24  عصاره آبي كشت سلولي

 b25 28  e11 15  bc18 19  عصاره اتانولي كشت سلولي

 d17 17  c15 18  e14 19  )درصد DMSO 5(درصد اسانس  10رقت 

  e12  14   f7  9  f10  11   )درصد DMSO 5(درصد اسانس  1رقت 

 d16 14  d13 14  d16 16  )درصد 80اتانول (درصد اسانس  10رقت 

  f10  9   f7  9  f11  13   )درصد 80اتانول (درصد اسانس  1رقت 

  a28 32  a25 27  a25  29   )درصد 100(اسانس خالص 

 -  -  -  -  -  -   درصد 80اتانول 

DMSO 5 درصد   -   -  -   -   -  -  

 -  c22  -  b18  -  b19   )ميكروگرم در هر ديسك 10(جنتامايسين 

  -  g1  -   b18  -  cd 17   )ميكروگرم در هر ديسك 30(تتراسايكلين 
  ).<05/0P(داري ندارند  اي هستند، اختلاف معني  هاي مربوط به روش ديسك كه داراي حروف مشابه در هر ستون ميانگين

 ،107به  cfu/ml 106ها از  با افـزايش تعداد باكتري
. ها كاهش يافت اثرات بازدارندگي اسانس و عصاره

) كاهش قطر هاله(ها  كاهش در اثرات بازدارندگي نمونه
 .Bو  S. aureus(هاي گرم مثبت  باكتريدر مورد 

subtilis ( بيشتر از باكتري گرم منفي)E. coli ( بود
اثر ها،  همچنين با افزايش تعداد باكتري). 4جدول (

آبي و اتانولي حاصل از بذر و  هاي بازدارندگي عصاره
هاي  كشت سلولي زيره سياه بيشتر از اسانس و رقت

) 1385(در نتايج عباسي و همكاران  .كاهش يافتآن 
، اثر بازدارنده S. aureusنيز، با افزايش تعداد باكتري 

كاهش  Scrophularia striata Boissعصاره آبي گياه 
  ). كاهش قطر هاله عدم رشد(يافت 
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هاي آبي و اتانولي حاصـل از بـذر،    جنتامايسين، تتراسايكلين، عصاره) متر ميلي(مقايسه ميانگين قطر هاله عدم رشد  -4جدول
 .S. aureus ،Eهاي  از باكتري cfu/ml 107 هاي مختلف اسانس زيره سياه با دو روش چاهك و ديسك در تعداد كشت سلولي و رقت

coli  وB. subtilis  

  ماده موثره
S. aureus  E. coli  B. subtilis  

 چاهك ديسك چاهك ديسك چاهك ديسك

 d17 26  cd13 11  fg12 17  عصاره آبي بذر

 e15 20  de12 12  h10 9  عصاره اتانولي بذر

 bc21 29  f10 19  cd15 18  عصاره آبي كشت سلولي

 b22 27  ef11 15  ef13 20  عصاره اتانولي كشت سلولي

 e15 16  c14 16  de14 16  )درصد DMSO 5(درصد اسانس  10رقت 

  f10  11   g8  8  gh11  10   )درصد DMSO 5(درصد اسانس  1رقت 

 de16 18  c14 12  c16 17  )درصد 80اتانول (درصد اسانس  10رقت 

  f10  11   h6  10  h10  11   )درصد 80اتانول (درصد اسانس  1رقت 

  a27 33  a28 25  a27  29   )درصد 100(خالص  اسانس

 -  -  -  -  -  -   درصد 80اتانول 

DMSO 5 درصد   -  -  -  -  -  - 

 -  c20  -  b17  -  b19   )ميكروگرم در هر ديسك 10(جنتامايسين 

  -  g1  -   b17  -   c 16   )ميكروگرم در هر ديسك 30(تتراسايكلين 
  ).<05/0P(داري ندارند  اي هستند، اختلاف معني  هاي مربوط به روش ديسك كه داراي حروف مشابه در هر ستون ميانگين

در مجموع، نتايج روش انتشار در آگار نشان داد 
حاصل از كشت سلولي    كه اثرات بازدارندگي عصاره

انتخابي كمتر از اسانس هاي  زيره سياه بر روي باكتري
هاي مختلف  هاي بذري و رقت خالص و بيشتر از عصاره
   .اسانس زيره سياه است

 تحقيقات با حاضر مطالعه از آمده دست به نتايج

 و ها نگيماهه الذكر فوق انمحقق از اي پاره

 توان يم را ها تفاوت اين .دهد مي نشان را هايي تفاوت

نوع گياه، نوع حلال،  جمله از متعددي عوامل تاثير به
 محل و زماننوع بافت گياهي مورد استفاده،  

 شرايط و هوايي و آب تغييرات، گياه آوري جمع
 غيره و آزمايشگاه امكانات و شرايط منطقه، جغرافيايي

   .داد نسبت
  
  
  

  گيري  تيجهن
 شيميايي مواد از افزون استفاده روز هاي محدوديت

 مقاومت ايجاد و جانبي عوارض مانند ميكروبي ضد

 اين از استفاده افزون مردم به تمايل روزسبب دارويي، 

 ,Marjorie(شده است  ها درمان بيماري در گياهان

 انمحققتوسط  زيادي هاي پژوهشاز طرفي ). 1999

 اثرات روي بر جهان كشورهاي ساير و ايران در مختلف

هاي  اسانس و عصاره حاصل از اندام ضد ميكروبي
و به خصوص زيره  Apiaceaeمختلف گياهان خانواده 

در مجموع . اند نموده اتبثا راآن  و دهش انجامسياه 
كشي بالاي اسانس و  قدرت مهاركنندگي و ميكروب

دليل تركيبات  عصاره زيره سياه ممكن است به
 در بذر آن باشد موجود آلدئيد دار و كومين ترپن
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)Khaidrov et al., 1991 .(سلولي  عصاره تخليص لذا
 مواد تعيين واي زيره سياه  شيشه حاصل از كشت درون

 گام تواند مي و دارد ضرورت گياه اين مختلف ثرهوم

 داراي كه دارويي هاي فرآورده عرضه جهت در موثري
 تجربه چه اگر. باشدهستند،  ميكروبي ضد خاصيت

  محيط روي بر و )in-vitro( زنده غير محيط در حاضر
 قابل نتايج دليل به ليكن شده، انجام جامد هاي كشت

 زمينه ها يافته اين رسد مي نظر به آمده دست به قبول

توليد انبوه تركيبات ضدباكتريايي  براي مناسبي بسيار
 هاي بررسياز طريق كشت سلولي در بيوراكتورها و 

 حيوانات روي بر )in-vivo( صورت به بيشتر

  .باشد آزمايشگاهي

  
  تشكر و قدرداني

از پژوهشكده علوم و صنايع غذايي كه حمايت 
در لازم را بر عهده گرفتند و امكانات  پژوهشمالي اين 

كمال  ، را فراهم نمودندجهت پيشبرد اين تحقيق 
  .ميتشكر را دار
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Abstract 

Recently by no incident there is a great concern in people to consume herbal antibiotics 
rather than using chemical ones due to bacterial resistances witnessed in chemical treatments. In 
this research the antibacterial activity of aqueous and ethanol extracts of black zira cell 
suspension culture in comparison with seed extracts and essential oils were investigated against 
Staphylococus aurous, Escherichia coli and Bacillus subtilis using disk diffusion and digging 
hole methods. The bacterial concentration was at 106 and 107 CFU/mL. Positive and negative 
controls were antibiotics (Gentamicin [10 µg/disk], Tetracycline [30 µg/disk]) and solvents (5% 
DMSO and 80% Ethanol) respectively. Inhibitory effects were studied by measuring the growth 
inhibiting circle diameter. The Results showed that the range of Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) were 3.12-6.25, 12.5-50 and 25-50 mg/ml, for the essential oil, the cell 
extract and the seed extract respectively. According to the results a promising antibacterial 
activities were revealed from all black zira samples against tested bacteria with the maximum 
activity to the S. aurous. In contrast to E. coli, the effect of extracts on S. aurous and B. subtilis 
was dependent to the bacteria concentration. Overall antibacterial effects of cell extracts against 
tested bacteria were lesser than essential oils (100%) and higher than seed extracts and different 
dilution of essential oils, therefore it seems cell suspension culture of black zira is a suitable 
method to produce antibacterial compounds. 
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