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  E.coli رشد باکتريبر  عصاره اتانولی اکالیپتوسبه همراه نانو ذرات نقره  یمهارکنندگ اثر

  ۲ترکان سمیرا ،۲سلیمانی صفورا ،۱*نقش نوشیندکتر 
دانشگاه آزاد ، گروه بيوشيمي، ميکارشناس ارشد بيوشي - ۲. واحد فلاورجان، اصفهان دانشگاه آزاد اسلامي ي،شناس ستيگروه زاستاديار  ،يجانور يولوژيزيف يدکتر -۱

  .، اصفهانواحد فلاورجان دانشگاه آزاد اسلامي، يشناس ستيزگروه  بيوشيمي، کارشناس - ۳. ، اصفهانواحد فلاورجان اسلامي

   ________________________________ ___________________________    
  چکیده

ن ینـو  يمنظور راهکاربه  (Nanosilver particles)هاي کاربردي نانوبیوتکنولوژي استفاده از نانو ذرات نقره  یکی از زمینه : زمینه و هدف
 .اند در گذشته گیاهان دارویی با خواص شناخته شده مانند اکالیپتوس به میزان زیادي مورد توجه بوده .است یکروبیم يها در درمان عفونت

  .انجام شد E.coliرشد باکتري عصاره اتانولی اکالیپتوس بر مهار  توأم با ن اثر نانو ذرات نقرهیین مطالعه به منظور تعیا
 ـابتدا بـه هـر پل   .استفاده شد Nutrient Agarت از محیط کش E.coliباکتري در این مطالعه آزمایشگاهی براي کشت : روش بررسـی     تی

بـا   نانوذرات نقـره  ppm 50و  25 ،5/12، 25/6، 1/3هاي  غلظت بیوگرام آغشته به هاي آنتی دیسک سپس. ح شدیتلق يتر از باکتریکرولیم 50
ساعت و 72و  48، 24قطر هاله عدم رشد  .نددر پلیت قرار داده شد اکالیپتوس یدرصد اتانول 100عصاره  ومتر به همراهنان 5/4قطر متوسط 

  يآمار يها نو آزمو SPSS-15افزار آماري  ها با استفاده از نرم داده .دیسه گردیت کنترل مقایو با پل يریگ در ادامه در روز ششم و هشتم اندازه
One-way ANOVA  وTukey تجزیه و تحلیل شدند.  

، 25/6، 1/3هـاي   غلظتهاي تجربی با  و در گروه متر میلی 5/0در روز ششم در گروه کنترل  E.coli يقطر هاله عدم رشد باکتر :ها  یافته
متـر   میلـی  02/1و  83/0،  82/0،  58/0،  55/0به ترتیب  اکالیپتوس یدرصد اتانول 100صاره توأم با ع نانوذرات نقره ppm 50و  25 ،5/12

  ).>05/0P(دار بود  نقره نسبت به گروه کنترل معنی نانوذرات ppm 50و  25،  5/12هاي  گروهتعیین شد و این تفاوت در 
 ـبـا ترک روز بعد از تیمـار   شش E.coliرشد باکتري  یکنندگترین زمان اثر مهار مناسبن مطالعه نشان داد که یا: گیري  نتیجه ب تـوأم  ی

  .پتوس استیاه اکالیبا عصاره گ ppm 50در غلظت ه نانوذرات نقر
  یکلا یاشرش ، ي، اثرات مهار پتوسیاکال یلوعصاره اتان ، ذرات نقرهو نان :ها  کلید واژه

   ________________________________ ___________________________    
  n_naghsh@yahoo.comو  naghsh@iaufala.ac.irدکتر نوشین نقش ، پست الکترونیکی : نویسنده مسؤول  *

  3132601، نمابر  0312-3120134-5، تلفن  155/84515ار دانشگاه، صندوق پستی فلاورجان، بلوار بسیج، بلو: نشانی 
  12/3/92:  ، پذیرش مقاله 21/2/92: ، اصلاح نهایی  20/9/90: وصول مقاله 

  
  

  
  مقدمه

رویه ترکیبات دارویی شـیمیایی باعـث ایجـاد     مصرف مدام و بی
 ـ. ها شده است پدیده مهم مقاومت نسبت به میکروارگانیسم ا ایجـاد  ب

داروهـا ضـعیف و یـا خنثـی شـده و در نهایـت باعـث         اثراین پدیده 
ــا   افــزایش مقــدار مصــرف دارو و تمایــل بــه اســتفاده از ترکیبــات ب

عیب دیگـر اسـتفاده از ایـن    . شود تر می فرمولاسیون جدیدتر و قوي
هایی  داروها افزایش اثرات جانبی آنها بوده که منجر به ایجاد بیماري

  ).1(تر است  بیماري اولیه خطرناك شود که از می
هاي گرم منفی اسـت   جزو باکتري (E.coli) یا کلیاشرش باکتري

نانومتر بوده که از یک لایـه   7-8 و داراي دیواره سلولی به ضخامت
در  ين بـاکتر یا. ساکاریدي فاقد استحکام پوشیده شده است لیپوپلی

اه تناسـلی  و دسـتگ بروز نوعی اسهال و اختلال در سیسـتم گوارشـی   

  ).2(دخالت دارد 
ن یو همچن ـ یب ـین درمان ترکینو يها با توجه به استفاده از روش

پتوس در درمـان  یمانند اکـال  ییاهان دارویشناخته شده گ يکاربردها
 ـیم يهـا  عفونت ن ینـو  يهـا  بـات بـا روش  ین ترکی ـ، کـاربرد ا یکروب
در حال حاضـر  . رسد یبه نظر م يضرور يمانند نانوتکنولوژ یدرمان

 ــ ــه از ب ــا توجــه ب ــتن مرزهــایب ــ ين رف ــف، یموجــود ب ــوم مختل ن عل
. ر قابـل انکـار اسـت   ی ـغ یدر علوم پزشـک  ينانوتکنولوژ يکاربردها

ــانوتکنولوژ ــوان  ين ــه عن ــه یکــیب ــم و یپ يهــا از نمون شــرفت در عل
از فلـزات در ابعـاد   . افته استیبه حوزه سلامت انسان راه  يتکنولوژ

زان ید نانو به میجد يدر تکنولوژ یکروبینانو به منظور مصارف ضدم
ن یاز جملـه پرکـاربردتر   ).4و3( ردی ـگ یمورد استفاده قرار م ـ يادیز

  ، نـــانوذرات نقـــره یکربنـــ يهـــا نـــانوذرات پـــس از نانولولـــه  
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  61 /و همکاران  نقش نوشیندکتر   
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(Nanosilver particles) در عرصه  يبوده که داراي مصارف متعدد
  ).5( پزشکی است

 ـ  اثـرات مطالعات متعددي براي شناخت  انو ذرات ضـدمیکروبی ن
  هدر فنـــاوري نـــانو نقـــر   ).6-8و2( نقـــره انجـــام شـــده اســـت   
 (Nanosilver technology)هــاي نقــره بــه  مــوادي متشــکل از یــون
  .ی به شکل سوسپانسیون قرار دارندصورت کلوئیدي در محلول

بوده که  يا ژهیخواص فیزیکی و شیمیایی و ينانوذرات نقره دارا
 بــاظهور. دیــنما یمــبــه افــزایش خاصــیت ضــدمیکروبی آن کمــک 

مصـارف   در نقـره نـانوذرات   بـه  بیوتیـک  هاي مقاوم به آنتـی  باکتري
سـم  ین مکانیتـر  مهـم ). 10و9(شده اسـت   یتوجه خاص یکروبیضدم

ر یسم و تحت تـاث یکروارگانیمبه زنجیره تنفسی حمله نانوذرات نقره 
ت منجـر بـه مـرگ    ینها بوده و در یسلول يندهایر فرآیقرار دادن سا

  ).11( شود یم یسلول
 ییپتوس به تنهـا یاه اکالیو گاثرات ضدباکتریایی نانو ذرات نقره 

بـاکتري  بـر روي  ر نـانوذرات نقـره   یتـاث . انـد  قرار گرفته یمورد بررس
E.coli  هــاي در غلظــت ســندگانیتوســط نو يگــریمطالعــه ددر  

ــام شــده اســت    ppm 500و  400،  300،  200،  100،  50،  25 انج
 يپتوس بـر رو یاه اکـال ی ـدر مـورد اثـر گ  ز ی ـن يگریت دمطالعا). 12(

گـزارش دقیقـی در    امـا  ؛)14و13( انجام شـده اسـت   E.coliباکتري 
ها به ویـژه   مورد اثرگذاري توأم این دو بر مهار رشد میکروارگانیسم

ایــن مطالعـه بــه منظــور تعیــین اثــر  لــذا  .افــت نشــدی E.coliبـاکتري  
رشد باکتري لیپتوس بر مهار نانوذرات نقره توأم با عصاره اتانولی اکا

E.coli انجام شد.  
  روش بررسی

در آزمایشگاه تحقیقـاتی دانشـگاه آزاد    آزمایشگاهیاین مطالعه 
  .انجام شد 1388-89 يها سال یاسلامی واحد فلاورجان ط
از انستیتو   1270PTCCبا مشخصات  E.coli نمونه اصلی باکتري

از محـیط   E.coli براي کشـت بـاکتري   .خریداري شدپاستور تهران 
  .استفاده شد Nutrient Agarکشت 

شـگاه  یآزماصورت خشک شـده از   بهاکالیپتوس  هاي گیاه برگ
 هـا  بـرگ . تهیه شـد  واحد فلاورجان یدانشگاه آزاد اسلام یقاتیتحق

تهیه در از دستگاه سوکسیله  .برقی پودر شدند آسیابتمیز و سپس با 
صـورت کـه بـه میـزان      ینبـد  .این گیـاه اسـتفاده شـد    اتانولیعصاره 

اي  یده شـده ایـن گیـاه در کاغـذ صـافی اسـتوانه      یگرم از پودر سا40
خـالص بـه بـالن ژوژه     اتـانول سـی   سـی  200 و شکل قـرار داده شـد  
سـاعت در درجـه    48محتویات فوق به مدت . دستگاه افزوده گشت

الکل اتانل مورد استفاده  .گراد قرار داده شد درجه سانتی 55حرارت 
ه حاصـله  اده از روتاري و قرارگرفتن در معرض هوا از عصـار با استف

 100در حجـم   حذف گردید و پودر عصـاره در آب مقطـر اسـتریل   
  .حل شدتر یل یلیم

نصـب   نانومتر، از شـرکت نـانو   5/4نانوذرات نقره با قطر متوسط 
انـدازه قطـر نـانو ذرات بـا توجـه بـه       . پارس تهران خریـداري شـدند  

نـانوذرات بـا    انـدازه گیري  و اندازه TEMله اطلاعات مربوطه از جم
  .تعیین شد Nanoparticle Size Analyzerدستگاه 

، 1/3هـاي   غلظـت ، )12( یقبل ـ هج حاصله از مطالع ـیبا توجه به نتا
 100عصاره از مخلوط نانوذرات نقره و  ppm 50و  25، 5/12، 25/6

  .اکالیپتوس تهیه شد یاتانولدرصد 
هاي  بیوگرام با غلظت آنتی Blankي ها در شرایط استریل دیسک

اکـالیپتوس آغشـته    یعصاره اتـانول  مختلف مخلوط نانوذرات نقره و
در ایـن مطالعـه پـنج گـروه آزمـایش و یـک گـروه کنتـرل          .گردید

 حاوي آب مقطـر بـراي ایجـاد گـروه     Blank دیسک. ندتعریف شد
درصـد اتـانولی    100گروه اول عصـاره   در .در نظر گرفته شد کنترل
، گـروه دوم   ppm 1/3الیپتوس به همراه نانوذرات نقره با غلظـت  اک

درصد اتانولی اکـالیپتوس بـه همـراه نـانوذرات نقـره بـا        100عصاره 
درصــد اتـــانولی   100، گــروه ســـوم عصــاره    ppm 25/6غلظــت  

، گـروه   ppm 5/12اکالیپتوس به همـراه نـانوذرات نقـره بـا غلظـت      
پتوس به همراه نانوذرات نقره درصد اتانولی اکالی 100چهارم عصاره 

ــت   ــا غلظ ــاره   ppm 25ب ــنجم عص ــروه پ ــانولی   100و گ ــد ات درص
بـه   .ح شـد یتلق ppm 50اکالیپتوس به همراه نانوذرات نقره با غلظت 

 یعصـاره اتـانول  میکرولیتر از هر غلظـت نـانوذرات و    50هر دیسک 
هـاي   دیسـک . اکالیپتوس به صورت ترکیبـی و همزمـان تلقـیح شـد    

ــ آنتــی درجــه  40دمــاي  بــابــه مــدت یــک ســاعت در فــور وگرام بی
  .ندشد گراد قرار داده سانتی

 5/0سـاعته معـادل اسـتاندارد     24سـپس از بـاکتري کشـت شـده     
بـراي  . تهیه شـد  ؛فارلند که حاوي تعداد مشخصی باکتري است مک

 توسـط مـک فارلنـد    5/0افزایش دقت عمـل، میـزان جـذب نـوري     
سپس به هـر پلیـت حـاوي محـیط     . ددستگاه اسپکتروفتومتر تعیین ش

تلقـیح   )مـک فارلنـد   5/0معـادل  (میکرولیتـر از بـاکتري    50کشت، 
پس از اتمام پوشـش دادن محـیط بـا بـاکتري بـا اسـتفاده از       . گردید

هاي خشک شده حاوي غلظت موردنظر روي  کشت چمنی، دیسک
قطر هاله عدم  سپس .محیط کشت در فواصل مناسب قرار داده شدند

در ادامـه در   ساعت بعـد و  72و  48،  24 هاي آزمایش لیتپ در رشد
  .دیگردمقایسه  پلیت کنترلبا و گیري  اندازهششم و هشتم روز 

در هر گروه  .کاملاً تصادفی بود مطالعهطرح استفاده شده در این 
کلــی  تعــداد تکــرار. تکــرار مســتقل بررســی شــدند  16 پلیــت در 4

 يهـا  گـروه  تمـام دفی در به صـورت تصـا   E.coli يباکتر يها نمونه
  .تکرار بود 16ه مورد مطالع

 يهـا  و آزمـون  SPSS-15افـزار آمـاري    ها با اسـتفاده از نـرم   داده
سـطح   .تجزیه و تحلیل شدند Tukeyو  One-way ANOVA يآمار
  .در نظر گرفته شد 05/0کمتر از  يدار یمعن
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  ها یافته
 رات نقرهنانوذ توأم ترکیبدر  E.coli يقطر هاله عدم رشد باکتر

ــانول 100و عصــاره  ppm 25 در غلظــت ــالیپتوس  یدرصــد ات در اک
قطـر   ).>05/0P(نشان داد  يدار یمعن يکنترل تفاوت آمارمقایسه با 

و در  بـود  mm 007/0±83/0 هاله عدم رشد در غلظت توأم برابـر بـا  
گیـري   روزهاي مختلف پس از تیمار که قطر هاله عـدم رشـد انـدازه   

  ).کینمودار (د یگردنتغییري مشاهده  ؛شد
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
، 25/6، 1/3 هاي غلظتدر اثرات مهاري نانو ذرات نقره :  1ر نمودا

اکالیپتوس بر  درصد اتانولی 100 عصارهو  ppm 50و  25 ،5/12
روز بعد  8و  E.coli 1 ،2 ،3 ،6 میانگین قطر هاله عدم رشد باکتري

  از تیمار
  

ــ ــوأم بدر گــروه ترکی ــانوذرات نقــره ت و  ppm 50غلظــت  در ن
قطر هالـه عـدم رشـد بـاکتري      اکالیپتوسدرصد اتانولی  100عصاره 
E.coli  ،24  ساعت پس از تیمار  48ساعت وmm 007/0±97/0  بود

 mm 007/0±1بـه  و در روزهاي سوم، ششم و هشـتم پـس از تیمـار    
  ).نمودار یک( تغییر کرد

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

 نانوذرات نقره و عصارهترکیب مختلف  يها اثرات غلظت:  2ر نمودا
  در روز ششم E.coli قطر هاله عدم رشد باکتري بر اکالیپتوس اتانولی

  

در روز ششم در گروه کنتـرل   E.coliقطر هاله عدم رشد باکتري 
، 5/12، 25/6، 1/3هاي  غلظتهاي تجربی با  متر و در گروه میلی 5/0

نولی درصـد اتـا   100تـوأم بـا عصـاره     نانوذرات نقـره  ppm 50و  25
متـر   میلـی  02/1و  83/0،  82/0،  58/0،  55/0بـه ترتیـب    اکالیپتوس
 50و  25،  5/12هـاي   ایـن تفـاوت در گـروه    ).2نمـودار  (تعیین شد 

ppm 05/0(دار بود  نانوذرات نقره نسبت به گروه کنترل معنیP<.(  
  بحث
 E.coliباکتري  ترین زمان اثر مهارکنندگی مناسبن مطالعه یدر ا

تـوأم بـا   نانوذرات نقـره  از  ppm25د از تیمار در غلظت روز بع شش
از  یاین در حالی اسـت کـه در بخش ـ   .بوداکالیپتوس  اتانولی عصاره

در حالـت  زان قطـر هالـه عـدم رشـد     ی ـم )12(قبلی مطالعه انجام شده 
اتـانولی   و عصـاره  نقـره  نـانوذره سه با حالـت منفـرد   یدر مقاترکیبی 

نشان  افزایشن غلظت یکنترل در ابا و همچنین در مقایسه  اکالیپتوس
در روزهـاي   زی ـن سـاعت و  72 و 48، 24پس از گذشـت   .داده است

غییري در میـزان قطـر هالـه عـدم رشـد      ت ششم و هشتم پس از تیمار،
 تغییر قطر هاله عدم رشـد  برچندانی  اثرزمان نشان داد ایجاد نشد که 

ایـن نتیجـه    ppm 50 اما در مورد غلظت؛ نداشته است ن غلظتیدر ا
قطر هاله عـدم   تغییر خصوصبه میزان بسیار کمی با سایر حالات در 

هـاي   متغیـر غلظـت   اثـر در مـورد  . متفاوت بـود رشد با گذشت زمان 
 ppm 25در غلظـت  کـه  اسـت   از آن حـاکی  همختلف نتـایج حاصـل  

میزان قطر هاله عـدم   پتوس،یاکال لیوترکیبی نانو ذرات و عصاره اتان
  .ثبت شد) mm 83/0(د منفر رشد نسبت به حالت

هاي ضدمیکروبی گیاهان دارویی و از جمله اکـالیپتوس   مکانیسم
  ).15-18( در موارد متعددي مورد مطالعه قرارگرفته است

ــه  ــره  Sriramدر مطالع ــانو ذرات نق ــاران ن ــزیم ،و همک ــاي  آن ه
و نمود فعال لنفوما  ياه را در سلول Caspase3کاسپازي به خصوص 

با توجه به اثبـات   ).19( دیها گرد ل سلوریزي شده  امهمرگ برن سبب
و  Sriramهـاي لنفـاوي سـرطانی توسـط      نقره بر مرگ سـلول اثرات 

ــا  مطالعــه حاضــر احتمــالاً در ، )19( همکــاران ــانوذرات ب ــز ایــن ن نی
هاي آزاد ناشی از نـانو ذرات   مکانیسم مشابهی با آزادسازي رادیکال

هاي مورد بررسـی حملـه نمـوده و     هاي میکروارگانسیم نقره به سلول
 S-Agبـه   SHباعث دگرگون سازي آنها به وسیله تبـدیل پیونـدهاي   

در این مکانیسـم ذرات نـانو نقـره فلـزي بـه مـرور زمـان         .شده است
هـا طـی واکـنش     ایـن یـون  . کننـد  هاي نقـره از خـود سـاطع مـی     یون

  را در جـداره میکروارگانیسـم بـه بانـدهاي     -SHجانشینی، بانـدهاي  
-Sag واکنش از بین رفتن میکروارگانیسـم  ه کنند که نتیج تبدیل می

  ).20( است
ــز ترکشــود ا پیشــنهاد مــی ــانوذرات نقــره ی ــوأم ن   در غلظــتب ت

ppm 25   در پتوس یاه اکـال ی ـگ یدرصـد اتـانول   100به همراه عصـاره
 هاي باکتریایی منتقل شده توسط براي درمان بیماري in vitro شرایط
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  .گردددر انسان استفاده سپس حیوانات و در  E.coli يباکتر
  گیري نتیجه
 یکنندگترین زمان اثر مهار مناسبن مطالعه نشان داد که یج اینتا

ب توأم نانوذرات یبا ترکروز بعد از تیمار  شش E.coliرشد باکتري 
ــره  ــت نق ــا عصــاره   ppm 25در غلظ ــانول  100ب ــد ات اه یــگ یدرص
  .استپتوس یاکال

  تشکر و قدردانی
) 301-2868شـماره  (اله حاصل طـرح تحقیقـاتی مصـوب    مقاین 

حمایت مالی معاونت دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان بود و با 
ــدین. انجــام شــددانشــگاه آن پژوهشــی  ــیله  ب ــان از وس همــه کارکن

ــان    ــگاه آزاد اســلامی واحــد فلاورج ــاتی دانش   وآزمایشــگاه تحقیق
  .نماییم ري میسپاسگزا یخانم دکتر منجم یپژوهشمحترم معاون 
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Abstract 
Background and Objective: Nanosilver particles are one of the functional nanotechnology filed. These 
nanoparticles have antibacterial characteritics. Combination therapy is one of new and specific 
therapeutic regiment in medicine. Eucalyptus plant is useful in growth inhibition of bacteria. This study 
was done to evaluate the inhibitory effect of alcoholic eucalyptus extract with nanosilver on E.coli 
growth. 

Materials and Methods: In this laboratory study, E.coli was cultured in nutrient agar medium. Primarily 
50 µl of bacteria was inocolulated in each plate, antibiograms disc contiminated with 3.1, 6.25, 12.5, 25 
and 50 ppm concentration of nanosilver accompanied with 100% of etanolic extract of eucalyptus were 
placed in each plate subsequently. Diameter of inhibitory zone were evaluated following 24, 48, 72 hrs in 
6th and 8th days. Data were analyzed using SPSS-15, ANOVA and Tukey tests. 

Results: After six days, inhibitory growth zone diameter of E.coli was 0.5 mm. This diameter in 
experimental group with 3.1, 6.25, 12.5, 25 and 50 ppm of nanosilver in combination with etanolic extract 
of eucalyptus were 0.55, 0.58, 0.82, 0.83 and 1.02 mm. Inhibitory growth zone in group of 12.5, 25 and 
50 ppm of nanosilver was significant in compared to the control (P<0.05). 

Conclusion: The most proper time of inhibitory effect on E.coli growth is six day after treatment in 
combination of 50 ppm nanosilver particles with extract of eucalyptus. 

Keywords: Nanosilver, Alcoholic eucalyptus extraction, Inhibition effect, E.coli 
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