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 چکیده

های خلیج فارس و های مرتبط با اسفنجانتخابی اکتینوباکتری اهداف پژوهش حاضر ارائه فرایندی برای جداسازی

گونه اسفنج پیرامون  4های آنتی اکسیدان و سیتوتوکسیک بود. نمونه برداری از های مولد متابولیتهمچنین یافتن جدایه

فیزیکی و شیمیایی  تیمار 7از برای جداسازی انتخابی جزیره لارک واقع در خلیج فارس با استفاده از غواصی انجام شد. 

های استخراج شده با استفاده از روش سنجش محیط کشت استفاده شد. سنجش فعالیت آنتی اکسیدانی متابولیت 4و 

سمیت  نموآز( و فعالیت سیتوتوکسیک با استفاده از DPPH) یلرازپیکریل هید -1ل فنیی های آزاد د مهار رادیکال

 Dysidea avara اسفنجاز درصد  59/38جدایه اکتینوباکتری  114شد. از  بصورت مایکرودایلوشن انجام رشوآب ی میگو

 کارایی را از لحاظ فراوانیجدایه بیشترین  44ی با جداساز (MSA)اسفنج دریایی آگار  کشت محیطجداسازی شدند. 

را جداسازی نمود. های غیر استرپتومایسس بیشترین میزان جدایه (MZA)در حالیکه محیط مارین زوبل آگار  .ارائه نمود

درصد از  46درصد از جدایه های اکتینوباکتری بیشترین فراوانی را ایجاد نمود.   08/35تیمار حرارت دادن با جداسازی 

تا  g/ml µ 1/230از IC50را در محدوده  DPPHهای آزاد  درصد رادیکال 90های استخراج شده بیش از متابولیت

درصد سلولهای آرتمیا را در  90های استخراج شده بیش از درصد از متابولیت 44مهار نمودند. در حالیکه  34/775

از بین بردند. این پژوهش ضمن ارائه یک فرایند جداسازی انتخابی،  32/782تا  g/ml µ 15/65از  LC50محدوده 

های خلیج فارس نشان ها را به عنوان بخشی از میکروبیوتای فعال مرتبط با اسفنجحضور و پتانسیل بالای اکتینوباکتری

 ای برای یافتن ترکیبات طبیعی دارویی باشند.توانند منبع بالقوه های بدست آمده میداد. جدایه

 .DPPHمیکروبیوم اسفنج ، محیط کشت جداسازی، متابولیت های سیتوتوکسیک، تیمارهای انتخابی، مهار  :کلمات کلیدی
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 مقدمه. 1

های دریایی به عنوان راهبردی مطالعه میکروبیوم اسفنج
موفق جهت یافتن ترکیبات طبیعی جدید مطرح شده است 

(Brinkmann et al., 2017) اکوسیستم خلیج فارس به عنوان .
ای برای اکتشاف ترکیبات طبیعی یک منبع بکر، پتانسیل بالقوه

ها های دریایی از قبیل اسفنجنماید. ارگانیسمدریایی فراهم می
شکارچیان،  در مقابل تهدیدات زیستی پیرامون خود مانند

-عوامل بیماریزا و عوامل چسبندگی زیستی )فولینگ( متابولیت

های زیستی متنوع از جمله سیتوتوکسیک و هایی با فعالیت
آنتی اکسیدان تولید نموده و بدین ترتیب استراتژی دفاع 

 .  (Helber et al., 2018)نمایند شیمیایی خود را اعمال می
ها از اهمیت ویژه ای در این میان نقش میکروبیوم اسفنج

های ثانویه وده تا آنجا که منشاء بسیاری از متابولیتبرخوردار ب
اند. ها را به میکروبیوم آنها منتسب نمودهاستخراج شده از اسفنج
ها را در حد یک فرمانتور میکروبی تقلیل این نظریه نقش اسفنج

داده و عملکرد اصلی در دفاع شیمیایی را به میکروبیوم آنها نسبت 
 ;Hentschel et al., 2006; Longford et al., 2019)دهد می

Lurgi et al., 2019) 60. این واقعیت که باکتریها می توانند تا 
درصد بیومس اسفنج را در بر گیرند نظریه مذکور را تقویت می 

. لیکن همچنان پاسخ قطعی به این (Hill et al., 2006) نماید
العه سوال داغ و اساسی مستلزم پژوهش های گسترده از جمله مط

 میکروبیوم اسفنج ها از قبیل باکتریهای مرتبط با آن می باشد.
اولین گام در چنین مطالعاتی طراحی فرایندی برای جداسازی 

ها است. طی فرایندهای انتخابی باکتریهای مرتبط با اسفنج
ای در جداسازی غیر انتخابی بدلیل فراهم نشدن احتیاجات تغذیه

تریهای مرتبط با اسفنج ها قابل های کشت معمول اغلب باکمحیط
 Colwell and Grimes, 2000; Schirmer et)باشند کشت نمی

al., 2005; Webster et al., 2001) از اینرو جداسازی آنها .
سازی فرایندهای جداسازی انتخابی با توجه به مستلزم بهینه

های زیستی زیستگاه بومی باکتریها می باشد. در گام بعدی فعالیت
ها به عنوان مهمترین باکتریهای گردد. اکتینوباکتریآنها ارزیابی می

های ثانویه زیست های بیوسنتزی در تولید متابولیتبا توانمندی
. در (Manivasagan et al., 2014)اند فعال به خوبی شناخته شده

به دلیل  Streptomycesس های مربوط به جنمیان آنها گونه
های زیستی بالا و خصوصیات مورفولوژیک نسبتا متمایز فعالیت

. (Liu et al., 2018)شوند به عنوان شاخص در نظر گرفته می

های شاخص و ارزیابی فعالیت ین باکتریجداسازی انتخابی ا
سیتوتوکسیک و آنتی اکسیدانی آنها می تواند چشم اندازی از 

های میزبان تبیین نماید. مطالعات مختلفی نقش باکتریها در اسفنج
در زمینه جداسازی و ارزیابی فعالیت ضد میکروبی، آنتی 

ارس اکسیدانی و سیتوتوکسیک اکتینوباکتریها در رسوبات خلیج ف
(Gozari et al., 2018a; Gozari et al., 2016)  و دریای عمان
(Gozari et al., 2019a; Gozari et al., 2019c)  و همچنین در

 یج فارس انجام شده استهای چون خیار دریایی در خلارگانیسم
(Gozari et al., 2018b)های مرتبط . لیکن در زمینه اکتینوباکتری

با اسفنج های خلیج فارس مطالعات کمی صورت گرفته است. در 
یک مطالعه گذری و همکاران آنالوگ جدید داروی ضد سرطان 

Olivomycin A  را از یک سویهStreptomyces ازی شده از جداس
شناسایی و تعیین ساختار نمودند  Dysedia avaraاسفنج 

(Gozari et al., 2019b). های خلیج فارس دارای ویژگی
فیزیکوشیمیایی منحصر به فرد می باشد. دمای آب و شوری نسبتا 

-های آلی و فلزات سنگین که میبالا آن و همچنین وجود آلاینده

تواند موجب ایجاد استرس اکسیداتیو در ارگانیسم های دریایی از 
. از اینرو (Solan and Whiteley, 2016) ها گرددجمله اسفنج

ها در این های ارزشمندی چون اکتینوباکتریه باکتریمطالع
های حفظ تنوع زیستی و کاربردهای اکوسیستم حساس از جنبه

 . (Riegl and Purkis, 2012)بیوتکنولوژیک ضروری می باشد 

در این مطالعه جمعیت های اسفنج پیرامون جزیره لارک به 
ی اسفنج این عنوان منبع غربالگری انتخاب گردید. جمعیت ها

جزیره از متنوع ترین کلونی های اسفنج در خلیج فارس می 
باشند. اهداف پژوهش حاضر شامل دستیابی به بیشترین میزان 
فراوانی و تنوع زیستی اکتینوباکتریهای مرتبط با اسفنج ها با ارائه 
یک فرایند جداسازی انتخابی بود. دومین هدف این مطالعه 

های سیدانی و سیتوتوکسیک اکتینوباکتریارزیابی فعالیت آنتی اک
 های جمع آوری شده تعیین شد.مرتبط با اسفنج

 هامواد و روش. 2

 های دریاییبرداری از اسفنجنمونه 2-1

 عمق از 1394 ماه اسفند های دریایی دراز اسفنج برداری نمونه
در مختصات جغرافیایی با  لارک جزیره متری 15-10 حدود

 56 ͦ 33′ 46 ′′و طول جغرافیایی 26 ͦ 25′ 33 ′′عرض جغرافیایی
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آوری  بوسیله غواصی جمع اسفنج نمونه 20 از بیش. شد انجام
 به رسیدن تا هانمونه. شدند داده قرار استریل هایدر بطری شده و

درجه سلسیوس  4در دمای حدود  یخ کنار در آزمایشگاه
های یهای جمع آوری شده بر اساس ویژگنمونه .شدند نگهداری

های موفومتریک و مورفومریستیک مورفولوژیک شامل ویژگی
توسط پژوهشکده اکولوژی خلیج فارس و دریای عمان شناسایی 

  .(Hooper, 2000)شد 

 های اسفنجها از نمونهجداسازی اکتینوباکتری 2-2

 تیمارهای فیزیکی و شیمیایی 2-2-1

منظور بررسی تاثیر تیمارهای فیزیکی بر جداسازی  به
انتخابی شدن فرایند جداسازی تیمارهای اکتینوباکتریها در راستای 

فیزیکی و شیمیایی انجام شد. تیمارهای فیزیکی از قبیل تیمار 
حرارت دادن شامل قرار دادن سوسپانسیون بافت هموژن شده 

-Hames)دقیقه  60به مدت  C˚50آوری شده در های جمعاسفنج

Kocabas and Ataç, 2012) تیمار خشک کردن شامل نگهداری ،
 ,.Jensen et al)بافت اسفنج ها در زیر هود لامینار به مدت دو هفته 

 cmدر فاصله  nm 254، تیمار پرتو فرابنفش با طول موج (2005
، (Bredholdt et al., 2007) ثانیه 30از بافت اسفنج به مدت  20

موژن شده اسفنج با امواج فراصوت تیمار سوسپانسیون بافت ه
KHZ40  به مدت دو دقیقه در دمایC°30 (Qiu et al., 2008) ،

ساعت  24به مدت  -C˚21دن بافت اسفنج در دمایتیمار فریز کر
. تیمار شیمیایی با افزودن فنول در (Jensen et al., 2005) انجام شد

درصد به سوسپانسیون همژن شده بافت اسفنج به 5/1غلظت نهایی 
 .(Bredholt et al., 2008)صورت گرفت  C˚30دقیقه در 30مدت 

 های کشت و تلقیح طراحی محیط 2-2-2

به منظور بررسی تاثیرات محیط کشت در جداسازی انتخابی 
محیط  شاملمتنوع محیط کشت جداسازی اکتینوباکتریها چهار 

محیط  ;(Gozari et al., 2019b) (MSA)کشت اسفنج دریایی آگار 
%، عصاره مخمر 5/0حاوی پپتون  (MZA)کشت مارین زوبل آگار 

%، 6/1  (CaCl2)%، کلرید کلسیم8/0  (MgCl2)منیزیم%، کلرید 1/0
محیط کشت نشاسته کازئین  ;% در آب دریا فیلتر شده 5/1آگار 

%، نیترات  03/0%، کازئین  1حاوی نشاسته (SCNA)نیترات آگار 
 (K2HPO4)%، دی پتاسیم هیدروژن فسفات 2/0  (KNO3)پتاسیم

%، کربنات 005/0 (MgSO4. 7H2O)آبه 7%، سولفات منیزیم 2/0

  (FeSO4 . 7H2O)آبه 7%، سولفات آهن =002/0  (CaCO3) کلسیم
محیط کشت  ;% در آب دریا فیلتر شده 8/1، آگار 001/0%

%، 1/0%، آرژینین 5/0 )گلیسرول (GAA)گلیسرول آرژینین آگار 
% در آب 8/1%، آگار 1/0 (K2HPO4)دی پتاسیم هیدروژن فسفات 

تهیه هموژناسیون و . بعد از ساخته شدطراحی و دریا فیلتر شده( 
در آب دریای  از سوسپانسیون بافت اسفنج های متوالی رقت

های گردید. محیطهای تلقیح  روی محیط µl 200 ، به میزاناستریل
هفته از لحاظ رشد کلونی  4به مدت  C˚28در دمای  تلقیح شده

 (Zhang et al., 2008). اکتینوباکتریها مورد بررسی قرار گرفتند

 شناسایی جدایه های اکتینوباکتری  -2

ی بر ساز خالصآمده پس از  دست های بهشناسایی جدایه
های مورفولوژیک شامل خصوصیات ماکروسکوپی  اساس ویژگی

مانند رنگ، شکل، حالت و اندازه کلونی و همچنین خصوصیات 
 آمیزی گرممیکروسکوپی مانند شکل و آرایش جدایه در رنگ

با توجه به اهمیت  . (Goodfellow et al., 2012)صورت پذیرفت 
در میان اکتینوباکتریها جدایه ها بر اساس  Streptomycesجنس 

و متفاوت  Streptomycesشباهت به این جنس به دو دسته شبیه 
 . (Bredholt et al., 2008) تقسیم بندی شدند Streptomycesز ا

 فعال از محیط کشتهای زیستاستخراج متابولیت 2-4

لیتر محیط  یلیم 500از هر جدایه در  شده خالصکلونی های 
روز  5مایع تلقیح شد. پس از کشت نشاسته کازئین نیترات 

مایع تخمیری ایجاد  rpm 220دور با  C˚ 28 یدماگرماگذاری در 
فیلتراسیون از بیومس باکتری جداسازی شد. به  شده با استفاده از

مایع با حجم مساوی از  -منظور استخراج از روش استخراج مایع
شد. به منظور افزایش کارایی  حلال اتیل استات استخراج استفاده

فرایند استخراج با سه بار تکرار انجام شد. فاز آلی استخراج شده پس 
از جداسازی در قیف جداکننده با استفاده از دستگاه تبخیرکننده 

 .(Seidel, 2005)تبخیر گردید  C˚ 37و در دمای  خلأچرخان تحت 

 سنجش فعالیت آنتی اکسیدانی متابولیت های استخراج شده 2-5

شده از  های استخراجاکسیدانی عصاره متابولیتلیت آنتیفعا
با  µg/ml 1250های متمایز اکتینوباکتری در غلظت نهایی جدایه



  های خلیج فارس و ارزیابی فعالیت سیتوتوکسیک و...های مرتبط با اسفنجاکتریگذری و همکاران / جداسازی انتخابی اکتینوب

42 

صورت  به DPPHهای آزاد  استفاده از روش سنجش مهار رادیکال
 مایکرودایلوشن سنجش شد.

 90اکسیدانی بیش از  متابولیت های دارای فعالیت آنتی
 ,µg/ml 625 های نهایی  در غلظت IC50منظور تعیین  درصد به

از  مورد سنجش قرار گرفتند. 19، 39، 78، 156، 312
عنوان  عنوان ماده استاندارد و از متانول به آسکوربیک اسید به

 یط کشتکنترل منفی استفاده شد. همچنین از عصاره آلی مح

از هر رقت  µl 5 عنوان شاهد استفاده گردید. مقدار باکتری به
محلول  µl195 های کنترل به  از عصاره متابولیت یا نمونه

DPPH (µM 100 ( در هر چاهک موجود در میکروپلیت
دقیقه نگهداری در دمای اتاق و تاریکی،  30افزوده شد. پس از 

 BioTech)ستگاه با استفاده از د nm 517در  ها جذب نمونه

instrument)  Microplate reader .درصد  اندازه گیری شد
با استفاده از معادله زیر  DPPHهای آزاد  فعالیت مهار رادیکال

 .(Leong and Shui, 2002)محاسبه گردید 

100 = (I0) - (Isample)/I0 × های آزاد  صد فعالیت مهار رادیکالدر
DPPH 

I0 :جذب در چاهک حاوی DPPH  µl 195  +µl 5 متانول 
 Isample: جذب در چاهک نمونه یا کنترل 

 سنجش فعالیت سیتوتوکسیک متابولیت های استخراج شده 2-6

های  شده از جدایه های استخراجفعالیت سیتوتوکسیک متابولیت
 Brine-Shrimp microwellاستفاده از روشمتمایز اکتینوباکتری با 

cytotoxicity method  مورد غربالگری قرار گرفت(Atta-ur-

Rahman, 2001)ایـه ولـ. جهت کشت سلArtemia 

franciscana ،  شده از  یهتهحدود یک گرم از سیست آرتمیا
بلژیک در یک ارلن حاوی دو لیتر آب دریا فیلتر  INVEشرکت 

 -C˚ 29تلقیح شد. انکوباسیون در محدوده  ppt 30شده با شوری 
ساعت انجام  48در معرض نور سفید و با هوادهی به مدت  22

های ناپلی، سوسپانسیونی با تراکم  آوری سلولگرفت. پس از جمع
از  lµ100لیتر تهیه شد. به دنبال آن ناپلی در میلی 150-100

 یینهامحلول عصاره با غلظت  l µ 100بهسوسپانسیون مذکور 
g/mlµ 1000 در هر چاهک افزوده شد. پس از گرماگذاری  در

C° 25  ثبت  های زنده و مرده اد ناپلیساعت، تعد 24به مدت
منظور تعیین  عنوان کنترل مثبت استفاده شد. به از متانول به .گردید

LC50 های دارای بیشترین فعالیت سیتوتوکسیک،  جدایه
و  g/mlµ500 ،250 ،125تر شامل  های پایین سازی در غلظت رقیق

 انجام شد. 5/62

= [(Ncontrol) – (Ntest)/ (Ncontrol)] × 100 فعالیت  درصد
 سیتوتوکسیک

Ntestتعداد ناپلی زنده در چاهک تیمار شده : 
Ncontrol: ناپلی زنده در چاهک تیمار نشد تعداد 

 آنالیز آماری 2-7

ام شد. آنالیز ـا سه تکرار انجـای صورت گرفته بـهآزمون
ها با استفاده از های بدست آمده از فرایند جداسازی باکتریداده
 Microsoft TM Excel 2013 (Microsoft, Seattle, WA)افزار  نرم

-محاسبه شد. داده های سنجش فعالیت سیتوتوکسیک و آنتی

( ارائه گردید. SE) استانداردخطای ±صورت میانگین اکسیدانی به
IC50  وLC50  وسیله رگرسیون غیرخطی  % به95اطمینان  سطوحدر

 Graphpad (.GraphPad Software, Inc) افزار با استفاده از نرم

prism 6  .محاسبه گردید 

 نتایج و بحث. 3

بررسی ویژگی های مورفولوژیک نمونه های اسفنج بیانگر 
 Axinella sinoxea ،Dysideaتعلق آنها به چهار گونه شامل 

avara.،Niphatea sp  وHaliclona sp.  (. طراحی و 1بود )شکل
ها موجب بهینه سازی فرایندهای جداسازی انتخابی اکتینوباکتری

تنوع و افزایش احتمال یافتن فراوانی،  دستیابی به بیشترین
 نتایج. (Zotchev, 2012)گردد ترکیبات زیست فعال جدید می

 فراوانی و تنوع فرایند جداسازی انتخابی را برمطالعه حاضر تاثیر 
 4. جداسازی از ها تایید نمودای مرتبط با اسفنجهاکتینوباکتری

جدایه اکتینوباکتری 114جنس مختلف اسفنج منجر به جداسازی 
بیشترین  نشان داد ها اکتینوباکترینتایج الگوی فراوانی  گردید.
 44با  Dysidea avaraهای اکتینوباکتری از گونه جدایه  تعداد

 هایونهـاز گ دنبال آنـو بدرصد  59/38ادل ـمعجدایه 
.Haliclona sp ،Axinella sinoxea  وNiphatea sp.  بترتیب %(

جداسازی جدایه  16( 03/14)% و  25 (92/21)%  ،29 (43/25
 گردید.
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 .Niphatea sp. د .Haliclona sp. ج Axinella sinoxea. ب  Dysidea avara. الف. آوری شدههای اسفنج جمعنمونه :1شکل 

های اسفنج از نظر ها در نمونهالگوی تنوع اکتینوباکتری نتایج
های بیانگر حضور گسترده جدایه Streptomyces جنس شباهت به
در همه نمونه های مورد بررسی به Streptomyces شبیه به 

های بطوریکه جدایه (.2بود )شکل  .Niphatea spاستثنای جنس 
درصد جدایه های مرتبط با  70بیش از Streptomyces شبیه به 
D.avara وsp.  Haliclona  های بدست آمده درصد جدایه 60و

این  Niphateaرا تشکیل دادند. در صورتیکه در  .sinoxea Aاز 
درصد جدایه ها غیر استرپتومایسس بودند  75روند معکوس و 

(.این الگوی تنوع زیستی می تواند تابع متغییرهای 2شکل )
ه ای از قبیل میزان تخلخل و ترکیب شیمیایی بافت اسفنج، پیچید

متابولیسم و فیزیولوژی اسفنج، حجم فیلتراسیون آب، موقعیت 
جغرافیایی ،شرایط فیزیکوشیمیایی محیط ، تغییر فصول و اقلیم 

.در مطالعات دیگر نیز غلبه (Weisz et al., 2008)باشد 
های اسفنج گزارش شده است. برای ها در نمونهاسترپتومایسس

درصد  6/73و همکارانش در مطالعه اعلام نمودند  Zhangنمونه 
به  Hymeniacidon perleveهای بدست آمده از اسفنج از جدایه

. نتایج (Zhang et al., 2006)تعلق داشتند  Streptomycesجنس 

مطالعه دیگری در زمینه تنوع زیستی اکتینوباکتریهای مرتبط با 
ها غالب نشان داد استرپتومایسس .Iotrochota spاسفنج دریایی 

های مرتبط با این اسفنج را تشکیل دادند جمعیت اکتینوباکتری
(Jiang et al., 2008)های . همچنین در یک مطالعه اکتیتوباکتری

ها به غالب بودن استرپتومایسس Dendrilla nigraمرتبط با اسفنج 
های اکتینوباکتری گزارش شد درصد کل جدایه 91/23میزان 

(Selvin et al., 2009). 

 
 برداری شدههای نمونههای قابل کشت در اسفنج: میزان حضور اکتینوباکتری2شکل 

ها با توجه به این الگوی تنوع و غالب بودن استرپتومیسس
برتر آنها از قبیل رشد سریعتر های فیزیولوژیک نسبتا توانمندی
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نسبت به اکتینوباکتریهای عمدتا کند رشد لزوم طراحی فرایند 
های جداسازی انتخابی را در راستای کاهش این برتری رقابتی و 

 دستیابی به تنوع زیستی بیشتر را نشان می دهد.
مختلف بر فراوانی چهار محیط کشت نتایج تاثیر فرمولاسیون 

اسفنج دریایی آگار کشت محیط ها نشان داد تریو تنوع اکتینوباک
(MSA) جدایه بیشترین کارایی را در  44( 59/38ی )%با جداساز

، گلیسرول  (MZA)های کشت مارین زوبل آگار نشان داد. محیط
با  (SCNA)، نشاسته کازئین نیترات آگار  (GAA)آرژینین آگار 

 (03/14% ) و 25 (92/21)%  ،29 (43/25)%  جداسازی بترتیب
 .(3)شکل  در مراتب بعدی قرار گرفتند جدایه 16

 
های های اسفنج در محیطها از نمونهمیزان جداسازی اکتینوباکتری :3شکل 

 کشت مختلف

بررسی تاثیر محتوای محیط کشت بر الگوی تنوع زیستی 
اکتینوباکتریهای جداشده به تفکیک تشابه یا عدم تشابه با 

بیانگر جداسازی تنوع زیستی بیشتری از ها استرپتومایسس
با جداسازی  MZAو  MSAهای کشت اکتینوباکتریها در محیط

درصد از جدایه های غیر استرپتومایسس  72/51و  63/38بترتیب 
بترتیب  GAAو  SCNAبود. در صورتی که درمحیط کشت های 

درصد جدایه ها متعلق به استرپتومایسس ها بودند.  72و  75
ماکروسکوپی و میکروسکوپی مورفوتایپ های متنوعی مشاهدات 

نشان داد. وجود  MZAو  MSAرا در این دو محیط کشت 
می تواند  MSAعصاره آبی بافت اسفنج میزبان در محیط کشت 

شرایطی نزدیک به درون مزوهیل اسفنج را شبیه سازی نموده و 
به عنوان یک عامل احتمالی در افزایش فراوانی و تنوع 

باکتریها در این محیط کشت مطرح گردد. مطالعات اخیر نیز اکتینو
تولید القاء کننده های انتخابی مانند آسیل هموسرین لاکتون 

(AHL)  را بوسیله باکتریهای مرتبط با اسفنج های دریایی ثابت
. این ترکیبات دارای وزن (Taylor et al., 2004)نموده اند 

مولکولی پایین در غلظت آستانه تاثیر خود بواسطه میانکنش با 
فعال کننده های رونویسی باعث راه انداختن بیان ژنهای هدف 

ترکیبات به محیط کشت جداسازی  می گردند. افزودن این

تواند باعث افزایش قابلیت کشت پذیری و رشد باکتریهای  می
. عصاره اسفنج میزیان می (Bruns et al., 2002)همزیست گردد 

تواند حاوی القاء کننده های انتخابی مذکور باشد و با افزودن آنها 
جداسازی می توان نیازمندی غذایی باکتریهای  به محیط کشت

مرتبط با اسفنج میزبان را فراهم نمود و قابلیت کشت پذیری و 
 میزان جداسازی را ارتقاء بخشید.

ارزیابی تاثیر تیمارهای فیزیکی و شیمیایی در انتخابی نمودن 
فرایند جداسازی بیانگر کارایی بالاتر تیمار حرارت دادن در 

 جدایه 40درصد معادل  08/35ین فراوانی به میزان  بازیابی بیشتر
(. این نتیجه می تواند بدلیل عملکرد 4اکتینوباکتری بود )شکل 

انتخابی تیمار حرارت دادن در حذف فرم های رویشی حساس به 
حرارت و تقویت رشد انواع اسپورزا باشد. برخی از اکتینوباکتریها 

اضر دارای فراوانی نسبتا بویژه استرپتومایسس ها که در مطالعه ح
بالایی می باشند فرم های اسپوری تولید نموده که مقاومت نسبی 
به حرارت دارند. در مطالعات گذشته برتری تیمار حرارت دادن 
در جداسازی اکتینوباکتریها از نمونه های رسوب گزارش شده 

الگوی  (Gozari et al., 2019a; Gozari et al., 2019c). است
تنوع جدایه های اکتینوباکتری بدست آمده بوسیله تیمارهای 

بیانگر غالبیت جدایه های استرپتومایسس در اکثر مختلف 
تیمارهای اعمال شده بود. اگرچه تیمار با فنول تنها استثناء این 
روند بود که هیچ جدایه ای از استرپتومایسس بوسیله آن 

 (.4)شکل  جداسازی نشد

 
تاثیر تیمارهای فیزیکی و شیمیایی بر میزان جداسازی اکتینوباکتریها از  :4شکل 

 ونه های اسفنجنم

های  پروتئیناین نتیجه می تواند بدلیل واکنش مخرب فنول با 
 Istianto) ها باشددر استرپتومایسس حاوی پلیمرهای پلی آمیدی

et al., 2012).  های  اکتینوباکتریاین درحالی است که
 دیواره سلولی غنی از لیپیداسترپتومایسس با دارا بودن غیر

ند. در مطالعه دیگری حساسیت پایین تری به فنول نشان می ده
های گونهنیز تیمار با فنول منجر به افزایش جداسازی 
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 ,.Qiu et al)گردید  ها میکرومونوسپورا نسبت به استرپتومایسس

2008) . 
جدایه متمایز بر اساس  50اکسیدانی  الگوی فعالیت آنتی

درصدی  90ویژگیهای مورفولوژیک، بیانگر فعالیت بیش از 
 DPPHهای آزاد  ها در مهار رادیکالدرصد از جدایه 46حدود 

فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره  IC50بود. نتایج نشان داد میزان 
تا  g/ml µ 1/230درصد از 90های با فعالیت بیش از متابولیت

 (.1 متغیر بود )جدول 34/775

فعال های زیستتوسط متابولیت DPPHهای آزاد  میزان مهار رادیکال :1جدول 

 های منتخبشده از جدایه استخراج

 IC50 ±SE جدایه

(µg/ml) 
 جدایه

IC50 ±SE 

(µg/ml) 
 IC50 ±SE جدایه

(µg/ml) 

SP* 18 ±1/511  13/12  SP 64 ±2/615  42/21  SP 90 ±34/775  71/18  

SP 19 ±6/311  52/21  SP 65 03/12±1/423  SP 94 02/29±1/514  
SP 34 ±4/531  23/46 SP 66 02/21±2/383  SP 95 11/35±8/613  

SP 37 11±1/321 /13 SP 74 51/25±5/312  SP 99 51/10±8/314  

SP 38 34/17±4/446  SP 76 32/29±8/347  SP 100 12/29±8/341  

SP 44 ±1/560  16/12 SP 78 21/51 ±0/750  SP 104 32/37 ±0/513  

SP  48  ±3/322  15/51 SP 84 53/13±1/341  SP 107 51/24±1/332  

SP 54 ±3/422  15/51 SP 85 20/22±1/230    

* SP: Sponge 

 

الگوی ایجاد شده بیانگر نقش مهم اکتینوباکتریهای جداسازی 
-گونه یوجود سطوح بالا شده در اسفنج های میزبان می باشد.

بالقوه  یدیتهد یاییمهرگان در ی( در بROS) فعال یژناکس یها
 اسفنج های به همین دلیلگردد.  یمحسوب مبرای ارگانیسم 

 یخنث به منظور یدفاع یها یبه اتخاذ استراتژ یرناگز یاییدر
 یآنت یباتترک یدتولبا استفاده از  ROS یسطوح بالا یساز
در مطالعات (. Velho-Pereira et al. 2015)می باشند  یداناکس

 یها یتاز متابول یاریبس یدانیاکس یآنت یتفعالمختلف نیز 
به عنوان  شده است. گزارش یاییمهرگان در یاستخراج شده از ب

و همکارانش موفق به  Motohashiنمونه در مطالعه دیگری 
-JBIR الیت آنتی اکسیدانی بالا به نامهای شناسایی دو پپتید با فع

از اکتینوباکتریهای مرتبط با اسفنج شدند  JBIR-35 و 34
(Motohashi et al., 2010). 

 44جدایه معادل  22الگوی فعالیت سیتوتوکسیک نشان داد 
درصد سلولهای  90های بررسی شده بیش از  درصد از جدایه
فعالیت سیتوتوکسیک  LC50ن بردند. میزان آرتمیا را از بی

متابولیت های استخراج شده از جدایه های با فعالیت بیش از 
در مقابل آرتمیا متغیر  32/782تا  g/ml µ 15/65درصد از  90

ها (. این نتیجه شاهد دیگری از بهره برداری اسفنج2بود )جدول 

اهبرد از اکتینوباکتریهای مرتبط و همزیست در جهت اعمال ر
دفاعی شیمیایی در مقابل تهدیدات زیستی از قبیل شکارچیان، 

ها و عوامل فولینگ در اکوسیستم دریایی ارائه می نماید. پاتوژن
-مطالعات مختلف نیز عملکرد حیاتی اکتینوباکتریها را در اسفنج

 .(Hildebrand et al., 2004)های میزبان تایید نموده اند 

شده از  فعال استخراجهای زیستزان فعالیت سیتوتوکسیک متابولیتـمی :2جدول 

 های منتخبجدایه

 LC50 ±SE جدایه

(µg/ml) 
 جدایه

LC50 ±SE 

(µg/ml) 
 LC50 ±SE جدایه

(µg/ml) 

SP 18 ±52/353 23/17 SP 64 34/27±12/317  SP 95 ±51/131 21/16 

SP 19 13±01/259/03 SP 65 ±12/365 32/12 SP 99 33±1/416/15 

SP 34 01/41±31/160 SP 74 45/17±50/182 SP 100 14/14±1/347  

SP 37 23/18±51/134 SP 76 19/8±41/156 SP 104 ±1/285 22/42 

SP 38 ±32/782 33/87 SP 78 10/13±21/96 SP 107 50/56±41/174 

SP 44 14±09/452/43 SP 85 20/7±15/65 SP 109 64/21±01/198 

SP 48 34/32±04/521  SP 90 ±16/515 12/12   

SP 54 ±3/360 23/12 SP 94 ±18/435 22/32   

      

متابولیت های استخراج شده بیانگر  LC50تعیین میزان 
با  SP 85فعالیت سیتوتوکسیک بالای آنها بود. به ویژه جدایه 

LC50  معادلg/ml µ 15/65  بیشترین فعالیت سیتوتوکسیک را
استخراج شده از  متابولیتهاینشان داد. فعالیت سیتوتوکسیک بالای 

ز به اکتینوباکتریهای مرتبط با اسفنج ها در سایر مطالعات نی
اثبات رسیده و ترکیبات دارویی بسیاری از آنها گزارش شده 

 Carroll et al., 2019; Mehbub et al., 2016; Zhang et) است 

al., 2017)  در همین زمینهPalaniappan فعالیت  و همکاران
را در مقابل  CAS72سویه استرپتومایسس دریایی سیتوتوکسیک 

 گزارش نمودند µg/ml 23.5برابر با  LC50آرتمیا معادل 
(Palaniappan et al., 2013).  

  گیری  لینتیجه. 4

نتایج این پژوهش استراتژی کارآمدی متشکل از ترکیبی از 
تیمارها و محیط های کشت مختلف را به منظور انتخابی نمودن 
فرایند جداسازی اکتینوباکتریها ارائه نمود. همچنین بر اساس نتایج 
الگوی فعالیت آنتی اکسیدانی و سیتوتوکسیک بدست آمده حضور 

ال از میکروبیوتای مرتبط با اکتینوباکتریها به عنوان بخشی فع
های بدست آمده های جمع آوری شده تایید گردید. جدایهاسفنج

یدبخشی جهت ادامه مطالعات در زمینه شناسایی نوتوانند منبع  می
 اکسیدان و سیتوتوکسیک باشند.  ترکیبات آنتی
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