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 14/08/1390:     تاريخ پذيرش03/07/1390: تاريخ دريافت مقاله                                                                         

  
هاي ميكروبي  نژكنند كه روي پاتو  ضدميكروبي را توليد ميپوست دوزيستان انواع مختلفي از تركيبات : و هدفزمينه

 يك منبع غنـي از تركيبـات        رانا ريديباندا  پوست قورباغه . شوند  مي اثر داشته و غالبا در پاسخ به شرايط محيطي ترشح         
يـت  در ايـن مطالعـه فعال     . هـاي عفـوني توسـعه يابـد         عنوان دارو در درمـان بيمـاري       هتواند ب   ضدميكروبي است كه مي   

هـاي    نمونـه : روش بررسـي   .بررسـي شـد   رانـا ريديبانـدا      سلولي پوست قورباغه     ت و سمي  يهموليتيكضدميكروبي،  
 ها جداسـازي   پوست آن  سپس. گرديد آوري جمع از منطقه مينودشت واقع در استان گلستان      رانا ريديباندا   هاي   قورباغه
، اشرشـياكلي هـاي ميكروبـي      روي سـويه   پوسـتي عـصاره   اثرات ضـدميكروبي    .  استخراج شد  ها آن و تركيبات    گرديد

 حـساس بـه ونكومايـسين،       مقـاوم و   فكـاليس  انتروكـوك سـيلين،     مقـاوم و حـساس بـه متـي         استافيلوكوك اورئوس 
با روش كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون تخليص نسبي تركيب        .  بررسي شد  لبيكانسآ كانديدا و   ئروژينوزآآ سودوموناس

تركيـب ضـدميكروبي عـصاره       هموليتيك و يزان مهاركنندگي، فعاليت سميت سلولي    حداقل م . ضدميكروبي انجام شد  
 مقـاوم و    اورئـوس  استافيلوكوكهاي    اثرات ضدميكروبي روي سويه   نتايج نشان داد كه      :ها  يافته. پوستي نيز تعيين شد   

تـر   كومايسين بيشحساس به ون  مقاوم و فكاليس انتروكوك و   اشرشياكليسيلين قابل توجه و نسبت به        حساس به متي  
 اثرات   و  نداشت وجود لبيكانسآ كانديدا و   ئروژينوزآآ سودوموناس عليه   فعاليت ضدميكروبي  با اين وجود  . استبوده  

رانا ميكروبي عصاره پوستي قورباغه      فعاليت ضد  :گيري  نتيجه .هموليتيك و سميت سلولي عصاره پوستي نيز ناچيز بود        
. قابل مقايـسه بـود    Rana هاي مختلف   وتيكي حاصل از عصاره پوستي قورباغه جنس      بي با اثرات تركيبات آنتي   ريديباندا  

هـاي   بيوتيكي جديد براي مقابله با افزايش بـاكتري        قابليت يك داروي آنتي   رانا ريديباندا   عنوان نتيجه عصاره پوستي      هب
  .سيلين را دارد هاي حساس و مقاوم به متي مقاوم به دارو خصوصا استافيلوكوك

  .بيوتيكي ت آنتيم مقاو، عصاره پوستي،رانا ريديباندا ،اثرات ضدميكروبي :كليدي كلمات

 
  

هـاي رايـج      بيوتيـك  ها كه به آنتـي      هايي از ميكروارگانيسم   ظهور سوش 
دهند باعث شده تا تحقيقات براي شناسايي تركيبات         نشان مي مقاومت  

هاي ميكروبـي همـواره       رمان پاتوژن باكتريايي براي د  دضدقارچي و ض  
نابع مولد بيولوژيك تركيبـات ضـدميكروبي متعددنـد و           م 1.تداوم يابد 

 .بنـدي شـوند    يوكـاريوتي دسـته    و   يت به دو دسته پروكـاريو     ندتوان  مي
  ي مورد توجه در اين ـيوكاريوت عـب از مناRanaاي ـه هـت قورباغـپوس

  
بي از ترشــحات و  شناســايي تركيبــات ضــدميكرو2.باشــد مــيزمينــه 
گردد كه بـه دنبـال آن          بر مي  1987هاي پوستي قورباغه به سال        عصاره

 Xenopus laevis آفريقـايي  وزغ در پوسـت  Magaininكشف تركيـب  
اي روي عـصاره     از آن زمان تـاكنون تحقيقـات گـسترده         .انجام گرفت 

 غـدد   1و3.ه اسـت  نقاط مختلف دنيـا انجـام گرفت ـ       ها در   پوستي قورباغه 
 ـ دار مختلـف و متعـددي    هـا ترشـحاتي       قورباغـه پوستي   د كـه عليـه     ن
در مجموع از ايـن      .است باكتريايي و انگلي موثر      هاي قارچي،   عفونت

ميكروبي پپتيـدي   ان يك منبع جديد مولد تركيبات ضد      جانوران به عنو  

 مقدمه

 چكيده

  
  595- 1390،604، دي 10شماره  ،69نشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دورهمجله دا
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  جانـشين   تـا حـدودي    ست كـه بتواننـد در آينـده       اميد ا و  د  شو  ياد مي 
بيـوتيكي در    ر رفع پديده مقاومت آنتـي     ده و د   ش  رايج هاي  بيوتيك آنتي

 اتتـرين ايـن تركيب ـ     شناختهاولين و    از   1و4.ميكروارگانيسم موثر باشند  
جداسازي شـده    كه يك خانواده پپتيدي      هستند  (Magenine) ها ماگنين

هاي گرم مثبت و گرم منفـي    عليه باكتريكه است Xenopus laevisاز 
  و نئوفورمـانس  كريپتوكوكـوس  ،لبيكـانس آكانديدا   هايي مانند  و قارچ 

قورباغـه آمريكـايي     5. مـوثر اسـت    سـرويزيه  ساكارومايسسچنين    هم
ــنس  ــوان    Phyllomedusaج ــه عن ــه ب ــته ك ــدي داش ــحات پپتي  ترش

Dermaseptin  ايـن   و   اسـت يك مولكـول كاتيونيـك       كه    شناخته شده
هـاي    مخمـر و قـارچ  ، گـرم منفـي  ،گرم مثبتهاي  تركيب غشا باكتري 

هـاي   روي سـلول  سـازد و از طـرف ديگـر           وذپـذير مـي   اي را نف   رشته
ــستانداران  ــاچيز دارد پ ــوليزي ن ــرات هم ــه  6.اث  Bombinaاز قورباغ

variegata                تركيب پپتيدي جداسـازي شـده اسـت كـه فعاليـت ضـد 
 Brevinin-1 هـاي  نام هميكروبي ديگر ب   پپتيد ضد  7.ميكروبي بالايي دارد  

 از Rana Brevipoda porsa(،8 Ranalexinاز قورباغـه  (Brevinin-2 و 
ميكروبي دست آمده كـه شـباهت ضـد    هب  Rana catesbeianaقورباغه 

 9اي جالب    در مطالعه9.داردميكسين  بيوتيكي پلي تركيب آنتي بامشابه 
ــد از  ــت     Rana catesbeianaپپتي ــه فعالي ــت ك ــده اس ــيص ش تخل

 هـا   در ميـان آن    شـت و  دا اسـتافيلوكوك اورئـوس   ميكروبي عليـه    ضد
Ranatuerin     هـاي    اي عليـه سـلول     فعاليت ضدباكتريايي قابل ملاحظـه
 10. داشت لبيكانسآكانديدا  و قارچ    اشرشياكلي ،اورئوس استافيلوكوك

 حاصـل از قورباغـه       Temporin-B و   Temporin-Aدو پپتيـد    چنين   هم
هـاي    معلـوم شـده كـه در غلظـت    Rana temporariaقرمـز اروپـايي   

ليـز شـدن    كه سـبب     ايي دارد بدون اين   ميكرومولار فعاليت ضدليشماني  
ن اين تركيبـات سـبب ليـز شـد        .  عليه گلبول قرمز انساني شود     سلولي

 در مجمــوع 11.دهــد غــشا و مقاومــت پــاتوژن انگلــي را كــاهش مــي
دهنـده پتانـسيل     گزارشات در اين زمينه متعدد است كه همگـي نـشان          

 ناشي از   هاي ها در درمان عفونت    فرد عصاره پوستي قورباغه    همنحصر ب 
اي مردابي است كه هـم       قورباغه رانا ريديباندا . ها است  ميكروارگانيسم

 از مشخصات   .شود يافت مي جاري  هاي    آرام و هم در آب    هاي    آب در
اين قورباغه زبان چنگالي، وجود پوسـت بـين انگـشتان پـا، مردمـك               

 روشـن    رنگ خاكستري تا سـبز     چشم افقي و قسمت پشتي بدن آن از       
هـا و   هـاي تيـره رنـگ در انـدازه     بدن اين قورباغه لكهدر پشت  . است

هـاي كوچـك داراي       اين گونـه در گـودال     . ترتيب مختلف وجود دارد   

خـشك  كنند كه در تابستان كاملا        مي گياه و نيز در استخرهايي زندگي     
هـا    باغه محل مناسبي براي رشد قارچ     بدن مرطوب اين قور   . شوند نمي

هـا تـا حـد زيـادي از          حه پوست آن  ها است، ولي مواد مترش      و باكتري 
رانـا  قورباغـه   . نمايـد  مـي  جلـوگيري    ييها  رشد چنين ميكروارگانيسم  

 اسـتان گلـستان پراكنـدگي       شمال ايـران خـصوصاً    مناطق   در   ريديباندا
و ميكروبي  ضدحال مطالعات جامعي در زمينه اثرات        ه و تاب  بالايي دارد 

هدف اصلي اين    3.انجام نشده است    پوستي آن   عصارهپتانسيل دارويي   
 قورباغـه    گونه و سلولي ميكروبي  اثرات ضد تحقيق شناسايي و بررسي     

 هـاي پـاتوژن ميكروبـي       عليـه سـويه    ساكن شمال ايـران      رانا ريديباندا 
 مقـاوم  اورئوس استافيلوكوك ،اشرشياكلي هاي  خصوصا سويه  مختلف

 بـه    و حـساس   مقـاوم  فكـاليس  انتروكـوك  ،سـيلين   به متـي   و حساس 
  و لبيكـانس آ كانديـدا  و قـارچ     نـوزا ژيئروآ سودوموناس ،ونكومايسين

هـاي خـوني و بررسـي        چنين بررسي اثرات هموليتيك روي سلول      هم
يـدي  يهـاي اريترو    سميت سـلولي تركيـب ضـدميكروبي روي سـلول         

562K انساني بود    .  
  

  
ــال    ــه در س ــود ك ــي ب ــه تجرب ــك مطالع ــن ي  در 1388-1389اي

  . يشگاه تحقيقات دانشگاه آزاد اسلامي واحد تنكابن انجام شدآزما
رانـا  هـاي     آوري نمونـه   جمـع : رانا ريديباندا هاي    آوري نمونه  جمع
  صـورت  1388در سـال    از منطقه مينودشت اسـتان گلـستان        ريديباندا  

Cدمـاي    گيري در  نمونه. گرفت
º 20 هـا بـه       قورباغـه   كـه   شـرايطي  در

 رانا ريديبانـدا   قورباغه   پنج. د انجام شد  شدن  مي راحتي در محيط يافت   
كه تبادل هوايي مناسب داشـت      استريل  انتخاب گرديد و توسط ظرفي      

شناسي دانشگاه آزاد اسلامي واحد       تحقيقات گروه زيست   به آزمايشگاه 
  . ند انتقال داده شدتنكابن

جهت تهيـه عـصاره      :رانا ريديباندا  از قورباغه    تهيه عصاره پوستي  
 در ظـرف در    سـاعت    دو باغه انتخاب شد و بـه مـدت        قور سهپوستي  

 كـاملا   هـا  ه قورباغ ـ تـا  ندداده شد شده قرار    بسته محتوي يخ خشك له    
 و در ادامه مراحـل تهيـه عـصاره          دنشومتحمل درد ن   و  شوند هوش بي

فـورا جـدا و توسـط       هـا      قورباغه پوست. ها انجام شد    پوستي روي آن  
. ندشـسته شـد   اسـتريل    (PBS) بافر فسفات    تكه و با محلول    قيچي تكه 

C و بـه فريـزر منفـي   انتقـال   ظرف تميـز  بهها  پوست
º 80 )  GFL Co, 

  بررسيروش
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Germany(  شـود كـه       انتقال بافت بـه فريـزر باعـث مـي          .منتقل گشت
   12و13.پوست حالت خشك به خود بگيرد

بافــت و اســتخراج شــيميايي تركيبــات  كــردن  مرحلــه همــوژنيزه
 ml100كن همراه بـا      اه مخلوط شده در داخل دستگ   فريز  بافت  : پوستي

ترتيـب   بـه ( مولار HCL 7/0 و )Merck Co, Germany (محلول اتانول
 چهـار مخلوط هموژنيزه شده را به مدت       . هموژنيزه شد ) 3:1با نسبت   

تـا  داده شـد     قـرار    همزنگراد روي    ساعت در دماي صفر درجه سانتي     
 g5000 دورهاي بافتي در      منظور جداسازي تكه    به .كاملا مخلوط گردد  

. ندگراد سانتريفوژ شد    دقيقه و در دماي صفر درجه سانتي       40به مدت   
اي كـاملا تميـز      محلول رويي برداشته و در داخل يـك ظـرف شيـشه           

سپس تحت فشار منفي اتانول تبخير و عصاره حاصل در           .انتقال يافت 
به ترتيـب  (فلورواستيك اسيد   -محلول تركيبي استونيتريل، آب و تري 

ــسبت ــا ن ــد و) 70:29: 1 درصــد ب ــا حــل گردي ــا زم ــشات ت ن آزماي
Cميكروبي در فريزر منفي ضد

º 80 12و13.داده شد قرار  
 بــه منظــور بررســي خاصــيت :ضــدميكروبيهــاي  تهيــه ديــسك

هـاي ضـدميكروبي بـا       ن، ديسك ژويميكروبي به روش ديسك ديف    ضد
 ) ايران ،شركت پادتن طب   (mm6/0استفاده از كاغذهاي بلانك با قطر       

هـاي ميكروبـي بـا        سـويه  14. از عصاره پوستي تهيه شد     µl25اوي  و ح 
C تهيه و در فريزر    )1جدول  (مشخصات زير   

º 70-    تا زمان آزمايشات 
 ـجهت آزمايشات ديـسك ديف    . ضدميكروبي نگهداري شد   ن بـراي   ژوي

 (Mueller-Hinton Agar) هينتــون آگــار -هــا از محــيط مــولر بــاكتري
)Merck Co, Germany ( دسـابرو  از لبيكـانس آكانديـدا  چ و براي قـار 

) Merck Co, Germany ((Sabouraud Dextrose Agar) آگار دكستروز
بـرده كـه ليـست آن در      هاي باكتري و قـارچ نـام       از سلول . استفاده شد 

 1OD= (Opticalكه حدودا معادل با ( سلول 108 آمده مقدار 1جدول 

Density)     ه و در محـيط     برداشـت ) باشـد   نانومتر مـي   625در طول موج
.  آگار كـشت داده شـدند  دكستروز د سابرو هينتون آگار و   -كشت مولر 

بيوتيكي حاوي عصاره پوستي تهيه شد و بروي         هاي آنتي  سپس ديسك 
.  آگـار گذاشـته شـد      دكـستروز  دسابروهايي مولر هينتون آگار و       پليت
 24بيـوتيكي، بـه مـدت        هاي آنتـي   هاي تلقيح شده داراي ديسك     پليت

در  لبيكـانس آكانديـدا     ساعت براي قارچ   48ها و      باكتري ساعت براي 
ºدماي  

C 37  هـاي عـدم رشـد       بعد از طي زمان قطر هاله     .  انكوبه شدند
 ايـن آزمـايش سـه بـار تكـرار شـد و              14.گيري و نتايج ثبت شد     اندازه

  .ميانگين نتايج ثبت شد

  نـسبي  براي تخلـيص  :  رانا ريديباندا تخليص نسبي عصاره پوستي     
سـفادكس  بـا اسـتفاده از   تون كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون   از روش س  

G-50 )Sigma Co, U.S.A.(  ــتون و ــا طــول س ــر cm 50 ب  cm2 و قط
از  G-50جهت كاليبراسيون ستون كروماتوگرافي سفادكس       .استفاده شد 

. اسـتفاده كـرديم  ) Merck Co, Germany( آب و اسيداسـتيك  لمحلـو 
، آب، )Merck Co, Germany( حلالي شامل محلول استونيتريلتركيب 

% 70-%19-%1  بـا نـسبت  )Merck Co, Germany( فلوئوراسـتيك  تري
ميـزان تزريـق مخلـوط حـلال از     ( Flow rate ميزان 32-35.انتخاب شد
 شده  حجم محلول خارج  .  بود ليتر در ساعت    ميلي 20نيز  ) بالاي ستون 

ود كـه در    ب ml5 به ميزان    )Fraction( از انتهاي ستون براي هر فراكشن     
    تا آزمايـشات ضـدميكروبي در دمـاي       آوري و     جمع هاي جداگانه  لوله

º
C 4    هـا     كـشن آوري فرا  پس از جمع   .ندنگهداري شد  زمان آزمايشات
 ـميكروبي بـه روش ديـسك ديف      ، آزمايـشات ضـد    )ن فراكش 20(  وژني
ــ ــر انجــام گرفــتصــورت هب ــرات ضــد 12و15. زي  ميكروبيبررســي اث

 حاصـل از    ،كـشن هـر فرا    از µl25مقدار  : هاي مرحله تخليص   شنفراك
. يسك بلانك قـرار داده شـد      د بروي كاغذهاي    ،مرحله تخليص نسبي  

ــويه  ــد از س ــه بع ــايي در مرحل ــاي باكتري ــوس ه ــتافيلوكوك اورئ ، اس
  سـاعته تهيـه شـد و       12 كشت جوان    اشرشياكليو   فكاليس انتروكوك

يط  بـه مح ـ    باكتريـايي فـوق    هاي ميكروبـي    از نمونه  سلول   10 8ميزان  
برروي هـر پليـت      .نداضافه و كشت داده شد     تون آگار نيه كشت مولر 

 24هـا بـه مـدت      پليـت  تمامي   .را قرار داديم  ضدميكروبي  هاي    ديسك
Cدر انكوباتور دماي     ساعت

º 37            قـرار داده شـد و در روز بعـد قطـر  
 .شد و نتايج ثبت     گيري  عدم رشد در اطراف هر ديسك اندازه       هاي لهها

هاي  داراي اثرات ضدميكروبي قابل توجه روي سويه      هايي كه     فراكشن
خلا و با حفظ شرايط     باكتريايي بودند روي هم ريخته و تحت شرايط         

پس ماده حاصل خشك داراي اثـرات  س. ها تبخير شد ناستريل حلال آ  
C در دماي MICميكروبي تا زمان آزمايشات ضد

º 4نگهداري شد .  
 Minimum Inhibition)  حداقل غلظت مهاركننـدگي   تعيينآزمون

Concentration (MIC)) :   آزمايـشاتMIC چـاهكي 12هـاي    در پليـت  
)Co, South Korea Orange ( ــد ــام ش ــه. انج ــاي  نمون ــه ايي باكتري
  و انتروكـوك فكـاليس   هـاي    ، سـويه  استافيلولوك اورئـوس   هاي سويه(

ــياكلي ــولر اشرش ــدا در محــيط م ــراث  - ابت ــون ب  ,Merck Co(هينت

Germany(  تعـداد سـلولي   ه شدند تا به شرايطي برسند كـه         كشت داد 
   ،128 رـدر مرحله بعد مقادي .ليتر باشد سلول در هر ميلي 10 8 بهها  آن
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 1390دي،10شماره،69علوم پزشكي تهران، دورهمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه 

  ها هاي ميكروبي مورد استفاده همراه با مشخصات آن سوش: 1 -جدول
  مشخصات  نام ميكروارگانيسم

 ATCC 25992  (Escherchia coli) اشرشياكلي

 ATCC 29213  (Methicillin susceptible Staphylococcus aureus) سيلين ساس به متيحك اورئوس كواستافيلو

 ATCC 43300 (Methicillin resistance Staphyloccus aureus) سيلين مقاوم به متيك اوورئوس كواستافيلو
 ATCC 25344  (Pseudomonas aeruginosa) ئروژينوزآآسودوموناس 

 ATCC 51229  (Vancomycin resistance Entrococcus fecalis) ونكومايسينمقاوم به انتروكوك فكاليس 

 ATCC 29212  (Vancomycin susceptible Entrococcus fecalis) حساس به ونكومايسينانتروكوك فكاليس 

 ATCC 31245  (Candida albicans) لبيكانسآكانديدا 
ATCC: American Type Culture Collection 

  
 

بــه روش ميكروبي ميكروگــرم از تركيــب ضــد 2و  4 ،8 ،16 ،32 ،64
 تلقـيح  هـاي  پليـت . شد پليت اضافه رقت سازي سريالي به هر چاهك 

 سـاعت در انكوبـاتور      24ميكروبي بـه مـدت      شده داراي تركيب ضـد    
C دماي

º 37         گيـري    قرار گرفت و بعد از مدت زمان مـذكور بـا انـدازه
در طـول مـوج   ) Eppendorf Co, Germany( كدورت توسـط فتـومتر  

هـاي مـورد آزمـايش داراي مقـادير            رشـد بـاكتري    ، ميزان   نانومتر 650
نتـايج   و    مقايـسه  ميكروبي در مقايسه با نمونه كنترل خود      ضد مختلف

ترين غلظتي از تركيب ضدميكروبي كه سبب مهـار           كم .ثبت گرديد آن  
  MICآزمايـشات   . شود مي ناميده   MIC رشد باكتري گردد بنا به تعريف     
  14.سه بار تكرار و نتايج آن ثبت شد

 از روش   562Kبررسي فعاليت سيتوتوكسيك رده سلولي انـساني        
ــگ ــو آ رن ــان بل ــزي تريپ ــب   :مي ــزان ســميت تركي جهــت بررســي مي

هـاي   هـاي پـستانداران از روش كـشت رده         ضدميكروبي براي سـلول   
هـاي    كه از دسـته سـلول      562Kهاي   سلول. سلولي انساني استفاده شد   

 و بـراي ايـن منظـور تعـداد          ندانتخاب شـد  است   ييدي و معلق  واريتر
 1640RPMI محـيط كـشت سـلولي        µl200 در   562K  سلول 100000

)Biosera Co, South Korea ( تركيـب  %10همراه با FBS   سـرم جنـين 
بيوتيـك تركيبـي     آنتي%1علاوه  هب) Biosera Co, South Korea(گاوي 

كـشت داده  ) Biosera Co, South Korea( سـيلين استرپتومايـسين   پنـي 
ميكروگرم از تركيب ضدميكروبي به ظرف كـشت         4و   16مقادير  . شد

Cدماي  ها اضافه و در      سلول
º 37   سـاعت، بـا     24پـس از    .  انكوبه شـد 

آميزي زيستي تريپـان بلـو و لام نئوبـار درصـد سـميت و                روش رنگ 
   16و17.هاي زنده تعيين شد درصد سلول

  براي اين منظور: اره پوستي پوستيبررسي فعاليت هموليتيك عص

هاي  گلبول.  برداشته شد  ml10خون محيطي از يك فرد سالم به ميزان         
هـاي   سلول. قرمز جداسازي و سه بار با بافر فسفات شستشو داده شد          

 RPMI 1640، در محـيط كـشت       %10گلبول قرمز به نـسبت حجمـي        
)Biosera Co, South Korea(  ميكروگرم از   و چهار16همراه با مقادير

 دقيقـه   60 به مدت    37تركيب ضدميكروبي خالص شده در انكوباتور       
سپس ميزان جذب نـوري هموگلـوبين رهـا شـده در        . قرار داده شدند  

اين ميزان با جذب . گيري شد نانومتر توسط اسپكتروفتومتر اندازه 560
 ,100X- )Sigma Co تريتـون  %2نوري با نمونه گلبول قرمزي كـه بـا   

U.S.A( 13-17. و نتايج ثبت شدگيري اندازه مراه بوده   
  

  
:  در مرحلـه اول    عـصاره پوسـتي   ن  ژوينتايج آزمايشات ديسك ديف   

 ـنتايج ميانگين اثرات ضدميكروبي به روش ديـسك ديف         وژن عـصاره   ي
نتايج نشان داد كه عصاره پوستي      .  آمده است  2پوستي اوليه در جدول     

 مقـاوم و    اورئـوس  اسـتافيلوكوك وبي مطلوبي عليـه     خواص ضدميكر 
دهـد كـه اثـرات        نتـايج فـوق نـشان مـي       . سـيلين دارد   حساس به متي  

 مقـاوم و    فكـاليس  انتروكـوك هاي باكتريـايي     ضدميكروبي روي سويه  
 ـ ن اشرشياكليحساس به ونكومايسين و      . ز در محـدوده بينـابيني بـود       ي
 لبيكـانس آ كانديداو   ئروژينوزآآ سودوموناسبراي دو سويه ميكروبي     

شناسـي    بـود كـه از لحـاظ بـاكتري         mm5تر از     كم رشدقطر هاله عدم    
  . ارزش ندارد

 هاي حاصل از تخلـيص نـسبي       نتايج اثرات ضدميكروبي فراكشن   
ــتي  ــصاره پوس ــدا  ع ــا ريديبان ــب   :ران ــسبي تركي ــيص ن ــت تخل  جه

 هايافته
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 599      عنوان تركيب ضدميكروبي هاثرات ضدباكتريايي، هموليتيكي و سلولي عصاره پوستي قورباغه ب        

 

 
 1390دي ، 10شماره ، 69مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

يون ميكروبي موجود در عصاره از روش كروماتوگرافي ژل فيلتراس        ضد
 Conlon  ،Gorayaهايي كه توسـط       از روش  در اين تحقيق  . ده شد استفا  

 در روش كرومـاتوگرافي     2و4و10.ه شده بود اسـتفاده كـرديم      ي ارا Wonو  
ها براساس اندازه و جرم مولكـولي جداسـازي           ل فيلتراسيون مولكول  ژ

تـر از    تر سـريع   تر و بزرگ   هاي سنگين   در اين روش مولكول   . شوند  مي
در . شـوند   مي تر ديرتر خارج   هاي كوچك   كولستون خارج شده و مول    

هـا     ايـن مولكـول    .استفاده گرديـد   G-50 اين تحقيق از ذرات سفادكس    
. ننـد  دالتـون را جداسـازي ك      5000 تـا    3000توانند ذرات با اندازه       مي

توان نتيجـه گرفـت كـه تركيـب ضـدميكروبي داراي وزن                مي بنابراين
 ـمايشات ضدميكروبي   آز.  دالتون است  5000 تا   3000مولكولي بين    ر ب
هـاي شـماره      ن نشان داد كه فراكـش     آوري شده   هاي جمع    روي فراكشن 

ميكروبي را  ترين اثرات ضد    ها بيش     نسبت به ساير فراكشن    9 الي   شش
از ذكـر ســاير  .  آمـده اســت 3داشـته اسـت كــه نتـايج آن در جــدول    

 شـش هـاي     فراكـشن . واب مثبت نداشتند اجتناب شد    ها كه ج     شنفراك
ها تبخير شد و ماده خشك حاصـل         روي هم ريخته و حلال آن      9الي  

  .  استفاده گرديدMICجهت آزمايشات 
آزمـون   :MICنتايج آزمايشات تعيين حداقل غلظت مهاركننده يـا          

MICهــاي ميكروبــي انجــام گرفــت كــه اثــرات  روي ســويه  تنهــا بــر
 اشرشـياكلي هـاي     ها را داشتيم كـه شـامل سـويه         نآضدميكروبي عليه   

25992ATCC  ،29213سـيلين    حساس به متياورئوس استافيلوكوك 

ATCC، 43300 سـيلين   مقـاوم بـه متـي      اورئوس استافيلوكوك ATCC ،

 و  ATCC 29212 حــساس بــه ونكومايــسين   فكــاليس انتروكــوك
نتـايج  .  بـود  ATCC 29214 مقاوم به ونكومايـسين      فكاليس انتروكوك

 ـ ارا 4 در جدول    MICآزمون    بـراي دو    MICن  ميـزا . ه گرديـده اسـت    ي
سـيلين در     حساس و مقاوم به متي     اورئوس استافيلوكوكباكتري است   

 انتروكـوك ،  ATCC 25992 اشرشـياكلي هاي باكتريايي     مقايسه با سويه  
  فكـاليس  انتروكوك و   ATCC 29212 حساس به ونكومايسين     فكاليس

. تر و در نتيجه قابل توجه بود كم ATCC 29214مقاوم به ونكومايسين 
 ـقايسه نتايج آزمايـشات ديـسك ديف      با م   تركيـب عـصاره     MICن و   ژوي

، ميـزان اثـرات ضـدميكروبي عـصاره پوسـتي        Baileyپوستي با مرجع    
 مقـاوم و  اورئـوس  استافيلوكوك هاي روي سويه رانا ريديبانداقورباغه 

   14. ارزشمند بودشناسي سيلين از لحاظ باكتري حساس به متي
براي بررسي  : ميكروبيب ضد ايج آزمايشات سميت سلولي تركي    نت

آميـزي زيـستي تريپـان بلـو اسـتفاده شـد و در        درجه سميت از رنـگ    
در . هاي زنده و ليز شده شمارش شد       ميكروسكوپ نوري تعداد سلول   

تعـداد  . اي از زمينـه مـورد مطالعـه آورده شـده اسـت              نمونـه  1 شكل
ميكروگـــرم از تركيـــب  16و  4هـــاي زنـــده در دو مقـــدار  ســـلول

نتايج فعاليت هموليتيك عـصاره      . آمده است  5در جدول   ضدميكروبي  
نتايج هموليز گلبول قرمـز نـشان   : هاي قرمز انساني پوستي روي گلبول  

 16 و 4دهـد كــه ميـزان همـوليز در مقــادير     دهـد كـه نــشان مـي    مـي 
 درصد بـود كـه      21  و 9ميكروگرم از تركيب عصاره پوستي به ترتيب        

  . ناچيز استµl4 براي مقدار به خصوصاين مقادير 

  
   )متر  به ميليقطر هاله عدم رشد( ميكروبينتايج ميانگين آزمايشات ضد: 2 -جدول

  سويه ميكروبي
  ) mm( هاله قطر

كانديدا 
 لبيكانس آ

31245 ATCC  

سودوموناس 
ئروژينوزآ آ

25344ATCC  

انتروكوك فكاليس 
مقاوم به 
  ونكومايسين

51229 ATCC  

انتروكوك فكاليس 
حساس به 

 ايسينونكوم
29212ATCC   

استافيلوكوك 
مقاوم اورئوس 

 سيلين يتبه م
43300 ATCC  

استافيلوكوك 
حساس اورئوس 
 سيلين به متي

29213ATCC   

 اشرشياكلي

25992ATCC  

  17  24  28  12  14  -  -  تكرار اول

  14  28  27  11  12  -  -  تكرار دوم

  15  27  30  14  14  -  -  تكرار سوم

 ±ميانگين
 معيار انحراف

≤5  ≤5  15/1±33/13  1±53/12  52/1±33/28  08/2±33/26  52/1±33/15 

ATCC: American Type Culture Collection 
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  هاي ميكروبي حاصل از ستون كروماتوگرافي روي سويه )متر  به ميليقطر هاله عدم رشد(ها  نتايج آزمايشات ضدميكروبي فراكشن: 3 -جدول
  اشرشياكلي

25922ATCC  

 استافيلوكوك اورئوس
 سيلين  اس به متيحس

29213 ATCC  

 اورئوس استافيلوكوك
 سيلين مقاوم به متي

43300ATCC  

 فكاليس انتروكوك
   حساس به ونكومايسين

29212 ATCC  

 فكاليس انتروكوك
مقاوم به ونكومايسين 

51299ATCC  

سويه ميكروبي  
 

  )mm(ميزان هاله عدم رشد فراكشن 

-  -  -  -  -  1  
-  -  -  -  -  2  
-  -  -  -  -  3  
7  21  20  9  10  4  
14  25  18  13  13  5  
16  27  30  12  12  6  
14  28  27  11  13  7  
14  25  28  12  13  8  
13  27  30  11  10  9  
10  19  14  9  7  10  
8  11  12  4  5  11  
-  -  -  -  -  12  

  
   ز تخليص نسبيهاي باكتريايي مورد آزمايش بعد ا  براي سويه)g/mlµ(  تركيب ضدميكروبيMICمقادير : 4 -جدول

  سويه ميكروبي
 

 حداقل غلظت مهاركنندگي
)µg/ml(  

 مقاوم انتروكوك فكاليس
به ونكومايسين 

29214ATCC   

 حساس انتروكوك فكاليس
به ونكومايسين 

29212ATCC   

 استافيلوكوك اورئوس
ن سيلي مقاوم به متي

43300ATCC   

 اورئوس استافيلوكوك
 سيلين حساس به متي

29213ATCC  

 ياشرشياكل
25922ATCC  

 16 4 4 16 16  تكرار اول
 16 4 4 16 16  تكرار دوم
 16 4 4 16 16  تكرار سوم

 16 4 4 16 16  ميانگين

  
 ميكروگرم روي 16  وچهاردرجه سميت عصاره پوستي در دو مقدار : 5 -جدول
  . 562Kهاي  سلول

  ضدميكروبيمقدار تركيب 

  %هاي زنده درصد سلول

µg4  µg16  

 82 95  تكرار اول

 83 97  تكرار دوم

 78 94  تكرار سوم

  66/79±)08/2(  95±)52/1(  ميانگين

  
  
  
  
  
  

  
  

ميكروگرم  16و چهار  در مقادير K562هاي  تصاويري از وضعيت سلول: 1 -شكل
  . هاي زنده هستند رنگ سلول هاي بي سلول. از تركيب ضدميكروبي) به ترتيب از راست به چپ(

  زنده 562Kسلول   مرده 562K سلول
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هاي   روي سويهMICن با ژويزمان نتايج ديسك ديف ي همبررس: 1 -نمودار
   باكتريايي مختلف

  

  
روي رانا ريديباندا نتايج تحقيق ما نشان داد كه عصاره پوستي 

 مقاوم به ونكومايسين،  فكاليس انتروكوك، اشرشياكليهاي  سويه
 اورئوس كوكاستافيلو انتروكوك فكاليس حساس به ونكومايسين،

 سيلين  حساس به متياورئوس استافيلوكوك وسيلين  مقاوم به متي
زمان نتايج   بررسي هم1نمودار . اثرات ضدميكروبي داشته است

هاي باكتريايي مختلف نشان   را روي سويهMICن با ژويديسك ديف
توان اظهار نمود كه نتايج قابل  مي Baileyدهد كه با توجه به مرجع  مي

 در سطح دنيا پراكندگي رانا ريديباندا هاي قورباغه 14.توجه است
د و در ننك ط مختلف اروپا و آسيا زندگي ميد و در نقانبالايي دار

 3.دليدات و ترشحات پوستي مختلفي دارنمناطق جغرافيايي متفاوت تو
هاي ساكن  هايي با آب  در بركه رانا ريديبانداقورباغه  كه با توجه به اين

 كه ميزان و تنوع ميكروبي بالايي دارند، گزارشات نشان كند زندگي مي
 Asgharian. سطح پوست آن كم است دهد كه تنوع باكتريايي در مي

كه ميزان فلور ميكروبي آب بركه محل زندگي  نشان داد با توجه به اين
 بالايي برخوردار بود ولي از تنوع باكتريايي نسبتاًرانا ريديباندا قورباغه 

 سويه باكتريايي متفاوت ششحي اين قورباغه تنها در پوست سط
ها ابراز داشتند كه تنوع كم باكتري در سطح پوست  آن .وجود داشت

دليل ترشح تركيبات ضدميكروبي توسط غدد  هها ممكن است ب آن
كننده تركيبات  زيست توليد هاي هم پوستي يا وجود باكتري

حقيق حاضر با نتايج ت 3و18.شان باشد ضدميكروبي در سطح پوست
كه روي اثرات ضدميكروبي عصاره پوستي  Goroya نتايج گزارشات

 Ranaو  Rana pipiens ،Rana beladeriاز قبيل  Ranaجنس 

luteiventrisمطالعه داشتند قابل مقايسه است  .Goroyaكه  نشان داد 
هاي گرم   براي سويهريديباندا رانااثرات ضدباكتريايي عصاره پوستي 

 نسبت به باكتري گرم منفي از قبيل اورئوس فيلوكوكاستامثبت 
از طرف ديگر  19.تر است  بيشلبيكانسآ كانديداقارچ  اشرشياكلي و

از  رانا ريديباندااثرات تركيب ضدميكروبي حاصل از عصاره پوستي 
 esculenta Rana هاي اثرات تركيب ضدميكروبي عصاره پوستي گونه

-Esculentine  وBrevenine1E ايكه داراي پپتيده Rana pipienseو 

1C) 5/6 با ميزان MIC= برايS. aureus (اثرات  20.تر است بيش نيز
هاي  روي سويهرانا ريديباندا پوستي ميكروبي تركيب عصاره ضد

 مشابهميكروبي  در مقايسه با ساير تركيبات ضداورئوس استافيلوكوك
Esculentin1GRa، Brevinin2GR، Brevinin2GRb، Brevinin1GRa، 

Brevinin2GRb، Brevinin2GRc، Nigrocin2GR،Nigrocin2GRb  
تر   بيشRana grahami حاصل از عصاره پوستي  Nigrocin2GRcو

كه از قورباغه  Ranalexin  تركيب پپتيديMICچنين ميزان   هم12.است
Rana catesbilinaاورئوس استافيلوكوكدست آمده روي سويه  ه ب 

تر بود كه با نتايج تحقيق حاضر قابل مقايسه  شبي اشرشياكلينسبت به 
در رانا ريديباندا بنابراين اثرات ضدميكروبي عصاره پوستي  20.است

 Ranaهاي  دست آمده از ساير جنس همقايسه با ساير تركيبات پپتيدي ب
بايد خاطر نشان شود . تر است قابل مقايسه و در بسياري موارد بيش

هاي رانا در  بيوتيكي قورباغه خواص آنتيترين جذابيت  كه يكي از مهم
هايي كه از  هاي ساكن مناطق مختلف و حتي آن اين است كه قورباغه

برند  سر مي ههاي اكولوژيك متفاوت ب اند و در مناطق يك گونه
شود تا تنوع توليدات  ترشحات متفاوت دارند و اين خود باعث مي

 حساس اورئوس وكوكاستافيلهاي  سويه. ها متفاوت شود  آنپروتئيني
سيلين يكي از موضوعات مهم و قابل توجه در درمان  و مقاوم به متي

هاي  هاي عفوني و بيمارستاني است و همواره از نگراني بيماري
با توجه به نتايج مطالعه حاضر و با مقايسه . باشد بهداشت و درمان مي

اغه توان گفت كه پوست قورب آن با مقالات مربوط در اين زمينه مي
عنوان يك منبع تركيبات ضدميكروبي جديد  هتواند ب  مي رانا ريديباندا

 استافيلوكوك و سويه اورئوس استافيلوكوكهاي  براي رشد باكتري
سيلين مورد توجه قرار گيرد و از لحاظ   مقاوم به متياورئوس
تواند پتانسيل و اثرات يك  بيوتيكي مي  و مباحث آنتيشناسي باكتري

اي نزديك داشته  بيوتيكي جايگزين مناسب را در آينده تركيب آنتي

 بحث
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اثرات ضدميكروبي   رانا ريديبانداچنان كه عصاره پوستي  هم .باشد
ترين حد ممكن  هاي انساني نيز در كم  نابودي سلول ودي دارقابل قبول

 آزمايشات تعيين سميت سلولي نشان داد، درجه سميت تركيب .بود
  براي رده سلولي انسانيرانا ريديبانداضدميكروبي در عصاره پوستي 

562Kين بود و همانند تركيب ضدميكروبي ي بسيار پاEsculentin-1C  
حدود  Rana esculenta و Rana pipienesحاصل از  Brevenin-1Ebو 
 تركيب نيز ناچيز هموليتيك اثرات 12و15و20.نددها زنده مان  سلول95%

با توجه به . سب را داردبود و در مجموع پتانسيل يك داروي منا
 حتي درجه سميت اين تركيب نسبت به تركيبات ديگر Wonگزارش 

) 19%( Brevenin-1Edو %) Brevenin-1E)29  جداسازي شده از قبيل
رود كه در صورت تخليص   اين احتمال مي20.تر است نيز بسيار كم

 Datheو  Oren گزارشات. كامل اين تركيب اين ميزان كاهش يابد
پذيري تركيبات ضدميكروبي از جنس يسم اثر داده كه مكاننشان

Ranaها است و  ، كه ساختار پپتيدي كاتيونيك دارند، مانند دترجنت
پذيري،  اثر كرده و از طريق افزايش نفوذها بروي غشاي سلولي باكتري

 سوالي كه مطرح است اين است كه 21و22.برند ها را از بين مي باكتري
ها مصون  نآستانداران در برابر عملكرد چگونه غشاي سلولي پ

 ابراز Hongو Kim . ها اثر دارند هاي باكتري مانند ولي روي سلول مي
ها  باكتري. ها است داشتند كه تفاوت در ميزان خصوصيات سطحي آن

 منفي هستند و ژيك اسيد با شاراراي ليپوپلي ساكاريد و ليپوتيكوئد
كه در اين مطالعه (ستانداران هاي پ اين در حالي است كه غشاي سلول

بنابراين تركيبات .  مثبت دارندژشار)  استفاده شد562Kرده سلولي 
ها تمايل   با غشا باكتريRanaهاي  ضدميكروبي عصاره پوستي جنس

ها متصل شده و از   الكترواستاتيك بالايي را داشته و به آنهاي كشش
 نتايج 23و24.ردب ها را از بين مي طريق افزايش نفوذپذيري باكتري

يايي و ميزان فعاليت هاي باكتر آزمايشات ضدميكروبي روي سلول
هاي انساني و   روي سلولرانا ريديبانداهموليتيك عصاره پوستي 

رود   مطابقت دارد و اين احتمال ميHongو  Kim پستانداران با نتايج
ي احتمالا ساختار پپتيدرانا ريديباندا  كه ماده موثر در عصاره پوستي

گيري نمود كه عصاره  توان نتيجه در مجموع مي. كاتيونيك داشته باشد
بيوتيك مناسب را چه از لحاظ  پتانسيل يك آنتي رانا ريديباندا  پوستي
البته تحقيقات مولكولي و .  و چه از لحاظ سلولي داردشناسي باكتري

هاي ايمني سلول ميزبان انساني  نتيكي جهت بررسي ميزان پاسخژ
و بررسي آن در  رانا ريديباندا  تركيب موثر قورباغهنسبت به

  .شود موجودات مدل پيشنهاد مي
اين مقاله حاصل از طرح تحقيقاتي تحت عنوان  :سپاسگزاري

 Rana ridibundaقورباغه  پوستي عصاره ضدميكروبي اثرات بررسي
 مواد كننده توليد يوكاريوتي منبع يك عنوان هب ايران بومي شمال

 1387تيكي مصوب دانشگاه آزاد اسلامي واحد تنكابن در سال بيو آنتي
باشد كه با حمايت دانشگاه آزاد   مي51593870809007 به كد

 Conlonاز پروفسور  چنين هم. اسلامي واحد تنكابن اجرا شده است
  .جهت مشاوره علمي اين پروژه كمال تشكر را داريم
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Background: Amphibian skins possess various antibacterial compounds that are 

effective against some microbial pathogens and are mostly released in response to 

environmental stress. In fact, the skin of Rana ridibunda, a large green frog, is a rich 

source of antimicrobial compounds that can be developed for therapeutic use. In the 

present study, the skin extract of Iranian Rana ridibunda was evaluated for its 

antimicrobial, hemolytic and cytototoxic activities.  
Methods: The frog specimens were collected from Minoodasht located in Golesten 

province in Iran, during 2009. Subsequently, their skins were removed and the intended 

compounds were extracted. The crude extract was partially purified by gel filtration 

chromatography. The antimicrobial effects of skin extract were assessed against various 

microorganisms such as Escherchia coli, methicillin-resistant and -sensitive 

Staphyloccus aureus, vancomycin-resistant and -susceptible Enteroccus fecalis, 

Pseudomonas aeroginosa and Candida albicans. In addition, its minimum inhibition 

concentration, cytotoxic and hemolytic activities were determined.  

Results: The crude extract of Rana ridibunda skin had valuable antimicrobial effects 

against methicillin-resistant and -susceptible S. aureus in comparison with E.coli and 

vancomycin-resistant and -susceptible E. fecalis. Besides, no antimicrobial activities 

were seen against P. aeroginosa or C. albicans. Moreover, the hemolytic and cytotoxic 

activities of the skin extract were minimal.  

Conclusion: The antimicrobial activity of Iranian Rana ridibunda was comparable to 

those isolated from other Rana species. In conclusion, the skin extract of Rana 

ridibunda had the potential for a new therapeutic agent against the emerging drug-

resistant bacteria, particularly methicillin-resistant and -sensitive S. aureus. 
 
Keywords: Antibiotic resistance, antimicrobial, activity, Rana ridibunda, skin extract. 
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