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 چکیده

ها، تقاضا برای ایجاد ها نسبت به آنتی بیوتیکزا و مقاومت آنهای بیماریامروزه در اثر تکامل مداوم میکروب

های بوتانولی، متانولی و استونی گونه ترکیبـات جدید و مؤثر ضد میکروبی وجود دارد. به همین دلیل عصاره

Peronia verruculata های تهیه و با استفاده از روشMIC  وMBC  اثرات ضد باکتریایی دو باکتری گرم مثبت

Staphylococcus aureous  و گرم منفیEscherichi های گرفته شده تعیین شد. بررسی کدورت و بر روی عصاره

غلظت ممانعت کنندگی از  های حاوی مقادیر مختلف عصاره بوتانولی نشان داد که حداقلشفافیت میکروتیوب

بود. وضعیت  µg/µl 800  و باکتری استافیلوکوکوس اورئوس µg/µl 600برابر با  E.coli( باکتری MBCرشد )

های مختلف عصاره بوتانولی های حاوی محیط کشت مولر هینتون آگار در غلظتدر پلیت E.coliرشد باکتری 

 µg/µl1000و باکتری استافیلوکوکوس اورئوس را   µg/µl800( این باکتری را MBCحداقل غلظت کشندگی )

اثری بر روی ممانعت  µg/µl 1000تا غلظت  Peronia verrculataهای استونی و متانولی حلزون نشان داد. عصاره

 از رشد باکتری نداشتند.

 .MIC ،MBC، فعالیت ضد باکتری، Peronia verrculataشکم پای  :کلمات کلیدی

  
 مقدمه. 1

ها به عنوان یک منبع غنی از محیط دریاها و اقیانوس
ها و ترکیبات فعال زیستی با پتانسیل ضد قارچی و متابولیت

ترکیبات  (.James, 2001ضد باکتریایی شناخته شده است )
ها، های مختلف جانوری نظیر مرجانفعال زیستی از گروه

ها و نرم تنان به دست ها، اسفنجها، خارپوستان، ماهیخرچنگ

مهرگان دریایی اغلب به (. بیYasoda, et  al., 2006اند )آمده
-عنوان یکی از منابع مهم پتانسیل داروهای دریایی عنوان می

ضد (. مطالعه درمورد ترکیبات Proksch, et al., 2002شوند )
مهرگان دریایی اطلاعات مفیدی در زمینه کشف باکتری بی

دهد و بینش جدیدی درمورد های جدید به ما میآنتی بیوتیک
(. Baze, et al,. 2009کند )ترکیبات فعال زیستی ایجاد می

مهرگان دریایی ترین گروه از بیشاخه نرمتنان دریایی متنوع
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شوند. از ا شامل میپس از بند پایان هستند که صدهزار گونه ر
باشند که از این تعداد هشتاد هزار گونه متعلق به شکم پایان می

ها پراکنش دارند مناطق ساحلی تا اعماق اقیانوس
(Haszprunar, (2001ترکیبات آنتی از رویه بی . استفاده 

در  دارویی مقاومت ایجاد همچون معایبی دارای بیوتیکی
 به و بودن گران حیطی،مشکلات زیست م ایجاد ها،باکتری

 به انتقال و آبزی گوشت در دارویی بقایای وجود صرفه نبودن،

(. در Thanikachalam et al., 2010) مصرف کننده را دارد
های اخیر تقاضا برای کشف ترکیبات ضد میکروبی موثر و دهه

ها ها در برابر آنتی بیوتیکغیر سمی با افزایش مقاومت پاتوژن
های (. حلزونChellaram, et al., 2004) استافزایش یافته 

های ثانویه و دریایی به عنوان یک منبع غنی از متابولیت
پتانسیل بالا در زمینه زیست پزشکی، بیشترین مطالعات را در 

دهند گروه نرمتنان در زمینه محصولات طبیعی دریا نشان می
(Faulkner, 1996.) 

Peronia verruculata اقد صدف با تنفس حلزون دریایی ف
، Pulmonata( از رده شکم پایان، راسته Hoffman, 1929هوازی )
 ; Chan) باشدمی Peroniaو جنس  Onchidiidaeخانواده 

Caley, 2003). شکمی پهن  -بیضی شکل و کمی در سمت پشتی
نرم هستند  یسانتی متر است. دارای بدن 6و اندازه آنها در حدود 

های دریایی به طور مداوم در حلزونکنند. و آهسته حرکت می
ها ها و قارچها و ویروسمعرض غلظت نسبتا بالایی از باکتری

-هستند که بسیاری از آنها مضر هستند. از این رو اگر انواع شیوه

پذیر های دفاعی را نداشته باشند، در برابر شکارچیان بسیار آسیب
این (. بقا Wagele and Klussmann-Kolb, 2000هستند )

های ضدمیکروبی موثر برای حمایت موجودات وابسته به مکانیسم
های میکروبی است، که شامل رفتارهای از آنها در برابر عفونت

تغییر رنگ، تغییرسایز، توانایی تولید موکوس و مهمترین آنها 
-Wagele and Klussmannهای شیمیایی است )تولید متابولیت

Kolb, 2005. ) 
های آنتی میکروبی رای یافتن فعالیتها باولین تلاش

بعد از آن زمان  .آغاز شد 1950موجودات دریایی در دهه 
های متعدد برای بررسی های دریایی زیادی با شاخهارگانیسم

 .(Shaw et. al., 1976) های ضد میکروبی بررسی شدندفعالیت
-های شکمهای ضد باکتری عصارهمطالعات اندکی روی فعالیت

 جام شده است مانند: پایان ان

Biskupiak and Ireland, 1983, Dolashka, et al.,2015,  ،  Bano 

and Ayub, 2012, Dakhil Degiam ; Tahar Abas, 2010, 

Sivaprakasam Ramya, et. al., 2014, Giftson and Patterson, 

2016,  Ulagesan and Kim, 2018. 
ع از ترکیبات فعال پتانسیل نرمتنان دریایی به عنوان یک منب

زیستی در ایران ناشناخته مانده است. ضرورت تحقیق حاضر 
های استخراجی از حلزون دریایی تعیین اثر ضد باکتریایی عصاره

Peronia verrculata باشد.می 

 هامواد و روش. 2

( از مناطق 1)شکل  Peronia verrculataهای حلزون نمونه
بوشهر از سواحل اولی  ای استانبین جزرومدی سواحل صخره

نمونه از هر منطقه مطالعاتی جمع  10شمالی و جنوبی به تعداد 
ها به صورت زنده به سپس نمونه (.2)شکل  آوری گردید

 آزمایشگاه منتقل شدند.

 
جمع آوری شده در سواحل استان  Peronia verrculata: شکم پای 1شکل 
  بوشهر

شده جهت بررسی های جمع آوری برای تهیه عصاره، گونه
پتانسیل ضد باکتری در آزمایشگاه با آب مقطر شستشو داده شدند 

گیری آماده و در یک مخلوط کن هموژن شده و برای عصاره
 3ها به سه قسمت تقسیم شدند و در به این منظور نمونه شدند.

به اجزای جاندار اضافه  1:3ها به نسبت حلال قرار گرفتند. حلال
های بسته شده با پارافین و ساعت در ارلن 72طی ها گردید. نمونه

های آلومینیومی در دمای آزمایشگاه و محیط فاقد نور ورقه
 قرارگرفتند.
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 فارس خلیجموقعیت جغرافیایی روستاهای اولی شمالی و جنوبی در  :2شکل 

به منظور کاهش خطا و افزایش دقت در روند کار، عصاره 
های بدون صدف دو بار گیری از هر کدام از اجزای بدن حلزون

ساعت محتوای  72دیگر تکرار شد. به این منظور پس از هر 
ها با استفاده از قیف و کاغذ صافی، صاف شده و اجزای ارلن

گیری بعدی وارد حلال تازه گردید. سپس جاندار برای عصاره
صافی و قیف صاف و اجزای  ها با استفاده از کاغذمحتوای ارلن

های (. حلال1396)بیگی نصیری،  جاندار از حلال جداسازی شد
برای تغلیظ آنها از گیری با هم مخلوط شده و ارهـسه مرحله عص

استفاده شد. برای حفظ  0r0612119مدل  Heidorphروتاری 
گراد درجه سانتی 37ها دمای روتاری ار ترکیبات عصارهـساخت

ها به منظور جداسازی کامل تنظیم گردید. پس از تغلیظ عصاره
استفاده  (Freeze drier)اه فریز درایرـها، از دستگحلال از عصاره

ای از قبل وزن شده ریخته های شیشهها در پلیتارهـگردید. عص
ام ـگراد برای انجدرجه سانتی -oC20ای ـریزر با دمـو در ف
)بیگی نصیری،  های میکروبی بعدی نگهداری شدندآزمایش

1396.) 
 ATCC) )کد Staphylococcus aureousدو باکتری گرم مثبت 

( از ATCC 2207کد ) Escherichi coliو گرم منفی  9011
بیمارستان دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز بصورت خالص 

 Tryptic Soy Brothها ابتدا در محیط کشت تهیه شدند. باکتری

(TSB)  ساعت توسط سرم فیزیولوژی شستشو  24کشت و بعد از
 3درجه سانتی گراد به مدت  4داده شده و در یخچال در دمای 

 روز برای انجام مطالعات مورد نظر نگهداری شدند.
 Minimumبرای تعیین حداقل غلظت بازدارندگی رشد 

Inhibotory Concentration (MIC) های مورد استفاده باکتری
های استونی، بوتانولی و متانولی از روش رقت رهتوسط عصا

( Vanden et al., 1991; Sindambiwe et al., 1999ای )لوله

های مورد هر یک از عصاره MICاستفاده گردید. برای تعیین 
های آزمایش مورد استفاده قرار تایی از لوله 9بررسی یک سری 

یک لوله  های مختلف عصاره ولوله برای آزمایش رقت 7گرفت 
باکتری( و یک لوله نیز به  )محیط کشت + به عنوان کنترل مثبت

های )محیط کشت( به کار رفت. ابتدا باکتری عنوان کنترل منفی
Staphylococcus aureous  وEscherichi coli  در محیط کشت

Tryptic Soy Broth(TSB) کشت محیط کشت داده شده،  به 
 آزمایش لوله های در Mueller Hinton Brothبراث  هینتون مولر

مک  5/0استاندارد  با باکتری از کدورت حاصل میزان و اضافه
های حاوی تنظیم گردید سپس به لوله )cfu/ml 108*5/1 (فارلند

باکتری عصاره ـا ـولر هینتون براث همراه بـمحیط کشت م
، 600، 400، 300، 200، 100های دریایی با غلظت های حلزون

های میکروگرم بر میکرولیتر اضافه شد. سپس لوله 1000، 800
درجه سانتیگراد در  37ساعت در دمای  24مذکور به مدت 

انکوباسیون نگهداری و بعد از سپری شدن زمان کدورت آنها 
ای که در مقایسه با شاهد شفاف بود بررسی و غلظت اولین لوله

ت برای تعیین حداقل غلظ در نظر گرفته شد.  MICبه عنوان 
های باکتری Minimum Bactericidal Concentrationکشندگی 

Staphylococcus aureous  وEscherichi coli های توسط عصاره
ایی، از محتویات آن دسته از ـاستخراج شده از حلزون دری

های مذکور که در محیط کشت مولر هینتون هایی از عصارهغلظت
 100ودند، به میزان فاقد کدورت ب MICبراث در آزمایش تعیین 

میکرو لیتر برداشت و در پلیت های محتوی مولر هینتون آگار 
(Muller Hinton Agar به روش خطی کشت داده شد. سپس )

ساعت  24درجه سانتی گراد به مدت  37ها در انکوباتور پلیت
نگهداری شدند، پس از اتمام مدت زمان انکوباسیون کمترین 

ررسی را که باکتری در آنها رشد های مورد بغلظتی از عصاره
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( در نظر MBCنکرده بود به عنوان حداقل غلظت کشندگی )
 (. (Vanden et al., 1991; Sindambiwe et al., 1999گرفته شد 

 بحث و نتایج. 3

های بوتانولی، در این مطالعه تاثیرات ضد باکتریایی عصاره
گرفت. بررسی متانولی و استونی در آزمایشگاه مورد بررسی قرار 

های حاوی مقادیر مختلف عصاره کدورت و شفافیت میکروتیوب
بوتانولی نشان داد که حداقل غلظت ممانعت کنندگی از رشد 

( و برای باکتری 1 )جدول µg/µl 600برابر با  E.coliباکتری 
(. 3 )جدول باشدمی µg/µl 800استافیلوکوکوس اورئوس 

های حاوی در پلیت E.coliهمچنین بررسی وضعیت رشد باکتری 
های مختلف عصاره محیط کشت مولر هینتون آگار در غلظت
این باکتری  (MBC)بوتانولی نشان داد حداقل غلظت کشندگی 

µg/µl800 ( و برای باکتری استافیلوکوکوس اورئوس 2 )جدول
µg/µl1000 (. براساس نتایج مذکور عصاره4 )جدول اشدـبمی-

اثری بر روی  µg/µl 1000لظت های استونی و متانولی تا غ
 (.1)جدول  ممانعت از رشد باکتری نداشتند

توسط  E.coli( باکتری MICکنندگی از رشد ): مقایسه حداقل غلظت ممانعت1جدول 

 های مختلفعصاره

 غلظت

عصاره 
µg/µl 

100 200 300 400 600 800 1000 C+ C - 

 - + - - - + + + + بوتانول

 - + + + + + + + + متانول

 - + + + + + + + + استون

 عدم رشد باکتری -+ رشد باکتری      

توسط عصاره های  E.coliباکتری  (MBC: مقایسه حداقل غلظت کشندگی )2جدول 

 مختلف

 µg/µl 400 600 800 1000عصاره  غلظت

 - - + + بوتانول
 + + + + متانول
 + + + + استون

 باکتریعدم رشد  -+ رشد باکتری      
 

های استونی و متانولی اثر کمتری نسبت به عصاره عصاره
باکتری  .اندکشی داشتهبوتانولی در مهار رشد باکتری و باکتری

E.coli  در عصاره بوتانولی رشد کمتری نسبت به باکتری
استافیلوکوکوس اورئوس داشته است و تاثیر مهارکنندگی رشد بر 

بیشتر بوده است. عصاره متانولی شکم پای  E.coliروی باکتری 

Hemifusus pugilinus  نیز بیشترین اثر ضد باکتری را در برابر
 (.Srinivasan G., 2008) نشان داد E.coliباکتری 

( باکتری MIC: مقایسه حداقل غلظت ممانعت کنندگی از رشد )3جدول 

 استافیلوکوکوس اورئوس توسط عصاره های مختلف

 غلظت

عصاره 
µg/µl 

100 200 300 400 600 800 1000 C+ C - 

 - + - - + + + + + بوتانول

 - + + + + + + + + متانول

 - + + + + + + + + استون

 عدم رشد باکتری -+ رشد باکتری      

( باکتری استافیلوکوکوس اورئوس MBC: مقایسه حداقل غلظت کشندگی )4جدول 

 توسط عصاره های مختلف

 µg/µl 400 600 800 1000عصاره  غلظت
 - + + + بوتانول

 + + + + متانول
 + + + + استون

 عدم رشد باکتری -+ رشد باکتری      
 

و  Sivaprakasam Ramyaدر مطالعات انجام شده توسط 
 Arminaکه بر روی حلزون دریایی  2014همکاران در سال 

babai های انجام شد، بیشترین اثر ضدباکتریایی در بین حلال
بوتانولی، استونی، اتانولی، متانولی و هگزان، به وسیله حلال 
 بوتانول ثبت شد. همچنین در همین مطالعات عصاره بوتانولی اثر

نسبت به  E.coliضدباکتری بیشتری بر روی باکتری 
د باکتری استافیلوکوکوس اورئوس داشت. در بررسی فعالیت ض

 Helixپپتید های جدا شده از همولنف حلزون خشکی زی 

lucorum توسط Dolashka  بیشترین 2015و همکاران در سال ،
، استافیلو کوکوس E.coliهای اثر ممانعت کنندگی بر روی باکتری

های مشخص شد. شکل اورئوس و استافیلوکوکوس اپیدرمیدیس
عصاره را در  های مختلفغلظت ODزان قرائت ـمی 4و  3

 دهند.نشان می E.coliهای استافیلوکوکوس اورئوس و باکتری
در اولین مطالعات ضدباکتری انجام شده بر روی شکم پایان 

Biskupiak و Ireland   در پوست شکم پای  1983در سال
Siphonaria pectinata  یک آنتی بیوتیک جدید به نام

Pectinatone  باکتریهای گرم مثبتاستخراج کردند که در برابر 
Bacillus subtilis، Staphlycoccus aureus مخمرهای  و

Saccromyces cerevisiae  و Candida albicans فعالیت می-

 Taherو  Dakhil Degiamکرد. در مطالعات انجام شده توسط 

Abas  بر روی سه نرمتن دریایی 2010در سال  (Sepia 
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sp.،Loligo sp.  و حلزون دریاییTibia ، )Tibia  بیشترین فعالیت
 ,Escherichia coliهای ضدباکتری را نسبت به باکتری

Pseudomonas aeruginosa , Klebsiella oxytoca , Proteus 

mirablis ,Serratia liquefaciens  .نشان داد 

 
های مختلف مورد های مختلف و عصارهدر غلظت OD: مقایسه 3شکل 

 E.coliاستفاده در باکتری 

 
های مختلف مورد های مختلف و عصارهدر غلظت OD: مقایسه 4 شکل

 استفاده در باکتری استافیلوکوکوس اورئوس

Bano  وAyub  با بررسی سه گونه از شکم 2012در سال ،
متانول  -عصاره های متانول خالص و کلروفرم ،Siphonariaپای 

بهترین و هگزان خالص ضعیف ترین حلال معرفی کردند. در 
بر روی اثر ضدباکتری   Patterson (2016)و Giftsonمطالعات 

 Harpaعصاره های استونی، بوتانولی و اتانولی گونه شکم پای 

davidis ن در هاله عدم رشد در عصاره متانولی و کمتری بیشترین
های انسانی و ماهی ثابت شد. عصاره اتانولی روی پاتوژن

Ulagesan  وKim  که بر روی فعالیت ضد باکتری  2018در سال
حلزون مختلف آب شیرین و خشکی مطالعاتی  7و ضد قارچی 

بیشترین فعالیت  Cryptozona bistrialisانجام دادند که حلزون 
بیشترین ممانعت را در  ضدباکتری را نشان داد و پروتئین های آن

برابر فعالیت پاتوژن های باکتریایی نشان دادند و آن را به عنوان 

یک آنتی بیوتیک در زیست پزشکی معرفی کردند. فعالیت ضد 
های مختلف شکم پایان مشاهده میکروبی معمولا در عصاره گونه

 Ramasamy and Morugan, 2005; Prem and) شودمی

Patterson, 2002.) های دریایی قادر به ترشح  موکوسی لزونح
هستند که حاوی موادی با طعم غیر مطبوع است و مانع شکار 

 .(McFarlane, 1979گردد) شدن آنها توسط سایر موجودات می
های تخصص یافته موجود در پوست به نام غدد این مواد از سلول

عی که به غدد دفا شوند می( ترشح Repugnatorialرپوگناتوریال )
( و حاوی Pinchuck and Hodgson, 2010نیز مشهور هستند )

( و مواد اسیدی Polypropionateایزومرهای پلی پروپیونات )
هستند که نقش دفاعی و بد مزه شدن موجود را دارند و فعالیت 

 (.Darias  et  Al., 2006ضد باکتری نیز دارند )
که بر  2015تعب و همکاران در سال در ایران در مطالعات بی

روی اثر ضد باکتری پپتیدهای استخراجی از حلزون دریایی 
Peronia peroneii هایسواحل قشم بر روی باکتری Bacillus 

subtilis، Staphylococcus aureus، Serratia marcescens ،
Pseudomonas aeruginosa، Escherichia coli،Klebsiella 

pneumonia  وProteu mirabilis  انجام شد، اثر ضد باکتری قوی
های ذکر شده مشخص پپتیدهای استخراجی بر روی باکتری

 گردید.

 نتیجه گیری. 4

بررسی و مقایسه نتایج حاصل از این مطالعه با نتایج سایر 
دهد که مطالعات صورت گرفته در ارتباط با شکم پایان نشان می

تانولی گرفته شده از شکم پای های بوتانولی، استونی و معصاره
peronia verrculata  خاصیت ضد باکتری متوسط را در دو

دهند و به و استافیلوکوکوس اورئوس نشان می E.coliباکتری 
های بالایی از این عصاره نیاز برای تاثیرات ضد باکتری غلظت

رسد در حال حاضر از نظر اقتصادی نیاز است. به نظر می
ز این گونه با غلظت بالای باکتری کشی مقرون استخراج عصاره ا

 باشد. به صرفه نمی

 ی. سپاسگزار5

ریاست  اخصوص پروری جنوب کشوراز پژوهشکده آبزی
محترم پژوهشکده سرکار خانم دکتر سیمین دهقان مدیسه و 
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معاون محترم تحقیقاتی پژوهشکده آقای دکتر حسین هوشمند و 
مسئول بخش بهداشت و سرکار خانم دکتر مینا آهنگرزاده 

های آبزیان و خانم دکتر سمیرا ناظم الرعایا به دلیل فراهم بیماری
مساعدت فراوان کمال تشکر را  نمودن شرایط انجام این تحقیق و

 دارم. 
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