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 99 اردیبهشتتاریخ پذیرش:  98 اسفندتاریخ دریافت: 

 چکیده
ی پزشک هاینهیدر زم ینگران یدارو، موضوع اصل به چند مقاوم یهایباکتر گسترشظهور و  ریاخ یهادر سال

و آبگریز  بار مثبت یدارا عموماو زنجیره کوتاه  یدهایپپت بی،کرویضدم یدهایپپت. بوده است یسلامت عمومو 
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بوده  دبخشینوجامعه بشری، بسیار  یهاینگرانها، به جهت داشتن برخی مزایا در رفع بعضی از این دسته از پپتید

و  Neogobius fluviatilis pallasi ی موکوس اپیدرمیکروبیضدمفعالیت  بار نیاول یبرا مطالعه نیا در .است

. بر اساس نتایج این بررسی، کسر زیر شده استآن، گزارش ( Size- based Fractions)های مبتنی بر اندازه کسر

و  25/12زدارندگی با شعاع بابه ترتیب  Staphylococcus aureusو  Bacillus subtilisکیلودالتون علیه  5

 Yersiniaو  Pseudomonas aeruginosa ،Escherichia coli، Vibrio harveyiبر متر کشنده و میلی 25/19
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پروری آبزیبالقوه در  یبا کاربردها دیجد یهاAMP افتنی یبرا شو با ارز یمنبع غن کی گاوماهی شنی دریای خزر
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 مقدمه

ترین رشد را در بخش پروی سریعآبزی

شود رشد سریع بینی میو پیش داردکشاورزی 

خود را در مواجهه با افزایش جمعیت و کاهش 

های آتی ادامه دهد. صید از منابع طبیعی در دهه

و در عین پروی آبزیبنابراین نرخ جهانی رشد 

حال استفاده گسترده و بعضا نادرست 

پیشگیری و درمان، از جمله ها برای بیوتیکآنتی

و  گانکنندموارد تهدید کننده سلامت مصرف

شود. این وضعیت نگرانی در پزشکی محسوب می

به ویژه در کشورهای در حال توسعه، برای 

های باکتریایی ناشی از جلوگیری از بیماری

های پرورش ضعف شرایط بهداشتی، در سیستم

از افتد. در بسیاری فوق متراکم اتفاق می

در صنعت ها بیوتیکآنتیکشورها، استفاده از 

ها در مصارف پزشکی آنبه کارگیری دامپروی از 

 ,.Van Boeckel et alپیشی گرفته است )

2015; Robinson et al., 2016 و ممکن )

است در برخی از کشورها این وضعیت برای 

مثال،  عنوان   به بیافتد.  اتفاق  نیز  پروی آبزی

پروری شیلی، میزان مصرف آبزیدر بخش 

 در (Fluoroquinolone) هافلوروکینولون

ها بیش از ده برابر استفاده آن ها در برخی سال

 ,.Rico et alمصارف درمانی انسانی بوده است )

2013; Cabello et al., 2016یند آ(. این فر

بیوتیک آنتیهای مقاوم به منجر به ظهور باکتری

در نتیجه بروز مقاومت و  پرویآبزیدر صنعت 

زای ماهی شده بیوتیکی در عوامل بیماریآنتی

(. ارتباط احتمالی Cabello et al., 2013است )

زای جانوران های مقاومت به عوامل بیماریژن

های آبزی و انسانی، منجر به پیدایش باکتری

ی جدید، انتشار گسترده هابیوتیکآنتیمقاوم به 

های مقاومت به جانوران ها و انتقال ژنآن

 Cabello etد )شوخشکی و جوامع انسانی می

al., 2016 .) 

 یسازمان بهداشت جهان، 2017در سال 

(World Health Organization ) یتفوریک 

را  دیجدی هابیوتیکآنتییافتن  یبرا عمومی

 (. علاوه بر اینWHO, 2017) کرداعلان 

WHO یضرور مبنی بر نیاز را یجهان اضطرار 

پژوهش  به منظور شتریب اعتبارات نیمات یبرا

به و  هابیوتیکآنتیمقاوم به  یهایباکتر روی

اعلام  ،«دارتیاولو یزاعوامل بیماری»طور خاص 

و هشدار داد که در صورت عدم تحقق آن،  کرد

 باز «هابیوتیکآنتیقبل از  ما دوران»جهان به 

، نیعلاوه بر ا(. WHO, 2017خواهد گشت )

در اثر  یجهان و میر شود که مرگیم ینیبشیپ

 10به  2050تا سال ها بیوتیکآنتیبه  متمقاو

که این میزان بیشتر از تلفات ناشی  برسد ونیلیم
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 استهایی مانند دیابت از سرطان و بیماری

(O’neill, 2014 .)کشف و توسعه جهیدر نت ،

است.  یضرور ،نیگزیجا یکروبیعوامل ضدم

Antimicrobial) یکروبیضدم یدهایپپت  

Peptides: AMPs)، زنجیره، کوتاه یدهایپپت 

که در  و آبگریز هستند، بار مثبت یدارا عموما

ها پروکاریوتاز  زیستیاز اشکال  وسیعیگستره 

 شوندیم افتیانسان  ها از جملهتا یوکاریوت

(Masso-Silva and Diamond, 2014.) 

معرفی این دسته از پپتیدها، به جهت داشتن 

جامعه بشری  یهاینگرانبرخی مزایا در مورد 

 هایها در سلولآنبوده است.  دبخشینوبسیار 

ها، ماکروفاژها، لیشامل نوتروف یدیلوئیم

ی مخاط هایبافتهمچنین در ها و تیمونوس

 (، روده و مجرای بینیآبشش، پوست)شامل 

 گروه کیبه عنوان ، مهرگانیداران و بمهره

منجر اند که مطرح شدهها بیوتیکآنتیاز  دیجد

به عنوان در این زمینه پژوهشی علاقه به تحریک 

 یهایماریب یبرا منحصر به فرد یدرمانعوامل 

چندین به مقاوم  یهاکروبیاز م یناش یعفون

( Multidrug-Resistant Microbes) دارو

این وجود با (. Rakers et al., 2013) اندشده

وجود  در بازار AMPبر  یمبتن یدارو چیه که

ی عیطب یکروبیضدم یژگی، ویانتخابعمل ، ندارد

مقاومت  جادیدر ا هاAMP ناچیز تیظرف و

نامزد  کعنوان یبه  راها آن بیوتیکی،آنتی

 در قالب ینیبالهای شرفتیپ یبرا ییاستثنا

کرده معرفی منحصر به فرد  یهابیوتیکآنتی

  .(Rajanbabu and Chen, 2011است )

داران مهره همانند، هایماه یمنیا ستمیس

 شامل ایمنی دو دسته پاسخ دارایتر پیشرفته

، (Nonspecific) یاختصاصریغ یمنیپاسخ ا

 Innate) یذات ای( Natural) یعیطب

Response )اختصاصی یمنیپاسخ ا و 

(Specific) ،ی قیتطب(Adaptive )یاکتساب ای 

(Acquired)  است(Magnadottir, 2006; 

Zapata et al., 2006; Nakanishi et al., 

 ساز از ایمجموعه یاختصاصریغ یمنیا(. 2011

را  جانداردهد که یم لیرا تشک یدفاع یهاو کار

با  یمواجهه قبل چگونهیه که یدر برابر عفونت

 نی)اول کندیمحافظت م نداشته،زا یماریعامل ب

 جانوران یو برا در برابر عفونت( یخط دفاع

 اریبس یمانند ماه( Poikilothermic) خونسرد

 یهاو پاسخ فیزیکی شامل موانع کهاست مهم 

,.Valero et al)است و هومورال  یسلولایمنی   

به   یانماه در   غیراختصاصی  ایمنی (. 2013

، یاکتساب یمنیا ستمیس تیمحدود لیدل

 ریتکث، هایبادیآنت مین محدودات، خونسرد بودن

به  ،هاآن یهاتیو حافظه لنفوسآهسته  بلوغ و

با  مقابلهدر  یعنصر ضرور کیعنوان 
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شود می محسوبزا یماریب یهاسمیکروارگانیم

(Magnadottir, 2006; Whyte, 2007 .) در

 آنتوژنی دورهدر به ویژه  ها،ی، ماهجهینت

(Ontogeny)یبه اجزا یشتریب ، وابستگی 

 د.ندار یذات یمنیا

 40٫000 بایبا تقر هایماهاز طرف دیگر، 

 لیداران تشکمهره نیگروه را ب ترینتنوع، مگونه

 یهارا با تفاوت ییهاAMPدهند و هر کدام یم

 بی، ترکنیعلاوه بر ا کنند.یمترشح  یساختار

 بسیار متغیر یماه یهاگونه نیدر ب موکوس

)به  عوامل درونی ریثاتحت ت آن بیترکو  است

 عوامل( و یتعنوان مثال، مرحله رشد، جنس

 عوامل، جیره غذایی)مانند  خارجی

، یمنیا ستمیسهای محرک، ییایمیکوشیزیف

 ,Esteban) ها و استرس( قرار داردعفونت

 کی هایماه اپیدرمی (. در نتیجه موکوس2012

 یهاAMP افتنی یبرا شو با ارز یمنبع غن

و پروی آبزیبالقوه در  یبا کاربردها دیجد

که تعداد  . در حالیاست یانسانپزشکی 

ها در موکوس اپیدرمی AMPشماری از بی

بسیاری از دوزیستان و پستانداران از جمله 

 ,.Pukala et alانسان گزارش شده است )

2006; Ming et al., 2007)،  ،تا به حال

ها برای های نسبتا معدودی از ماهیخانواده

های موکوس اپیدرمی مورد AMPحضور 

 .(1 جدول) اندبررسی قرار گرفته

 موکوس تینقش محافظاز آنجایی که 

شناخته شده  که ستا هاسال یماهی درمیاپ

و  (Ellis, 2001; Hellio et al., 2002) است

 یبرای، درمیاپ ی موکوسکروبیضدم اجزای

 یزایماریدر برابر عوامل ب یماه محافظت

 دیتولالقایی  ابه صورت پیوسته ی ،مهاجم

 منبعشوند، در نتیجه موکوس اپیدرمی ماهی می

ی کروبیضدم پپتیدهای یجداساز غنی برای

. بنابراین (Park et al., 1998) شودمحسوب می

در این بررسی، اثر ضدمیکروبی کسرهای تهیه 

شده از موکوس گاوماهی شنی دریای خزر علیه 

 ارش شده است.عوامل میکروبی گز

جنس،  10گونه از  32ماهیان با گاو

خزر محسوب  ترین خانواده ماهیان دریایمتنوع

و  Benthophilusهای جنسشوند. می

Neogobius گونه از  11و  14با  یببه ترت

 گاوماهیان دریای های خانوادهترین جنسمهم

 .آیندبه شمار میخزر 
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 ها با منشا موکوس اپیدرمیشناسایی شده در ماهی( AMPی )کروبیضدم یدهایپپت: 1جدول 

AMP 
 منشا

 منبع
 نام علمی نام

Pardaxin Moses sole Pardachirus marmoratus Oren and Shai, 1996 

Pleurocidin Winter flounder Pleuronectes americanus Cole et al., 1997 

Parasin 1 Catfish Parasilurus asotus Park et al.,1998 

S30 Rainbow trout Oncorhynchus mykiss Fernandes et al., 2002 

Hipposin Atlantic halibut Hippoglossus hippoglossus Birkemo et al., 2003 

Oncorhyncin III Rainbow trout Oncorhynchus mykiss Fernandes et al., 2003 

Oncorhyncin II Rainbow trout Oncorhynchus mykiss Fernandes et al., 2004 

SAMP-H1 Atlantic salmon Salmo salar Luders et al., 2005 

Histone H2B Atlantic cod Gadus morhua Bergsson et al., 2005 

L40 L36A, L35, Atlantic cod Gadus morhua Bergsson et al., 2005 

Myxinidin Hagfish Myxine glutinosa Subramanian et al., 2009 

Pelteobagrin Yellow catfish Pelteobagrus fulvidraco Su et al., 2011 

AJN-10 Japanese eel Anguilla japonica Liang et al., 2011 

 

 Neogobius fluviatilis pallasiگونه زیر

خزر و نام دریایماهی شنی با نام فارسی گاو

 بومی دریای ،Caspian Sand Gobyانگلیسی 

 یجنوب هدر حوض یعیو پراکنش وس استخزر 

به آن مثل گرگانرود،  یمنته یهاخزر و رودخانه

تجن، بابلرود، هراز، سردآبرود، ارس، تنکابن، 

گرگان یج و خل یانزل د، تالابیدرورود، سفپل

 هطبق در IUCN  یبنددارد که بر اساس طبقه

متوسط و  یبا پراکنش مکان کمتر مورد توجه

 یرد.گیبالا قرار م یتیجمع یفراوان

 

 هامواد و روش

 موکوس اپیدرمی یآورجمعتهیه ماهی و 

گاوماهی شنی دریای خزر  قطعه 60 تعداد

(Neogobius fluviatilis pallasi )سالم 

های از محل قفس گرم( 50-60وزنی )دامنه 

ماهیان خاویاری شرکت مادر تخصصی ماهیان 
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 (بندر ترکمن ،آشوراده)خاویاری استان گلستان 

آوری موکوس د. جمعشبه وسیله تور صید 

و همکاران  Subramanianاپیدرمی به روش 

( با کمی تغییرات صورت پذیرفت. به 2007)

داخل یک کیسه به  یماه 5طور خلاصه، تعداد 

محلول  تریلیلیم 5 یحاو یلنیاتیپلدار زیپ

 یآرام ها بهیماهو  مولار منتقلیلیم 100 نمکی

 منظور جدا شدن موکوسبه  قهیدق 1-2مدت  به

داده شدند. به جلو و عقب حرکت  یدرمیاپ

و به منظور  ندهای موکوس با هم یکی شدنمونه

جلوگیری از آلودگی باکتریایی و غیرفعال 

بلافاصله توسط ازت مایع  ساختن پروتئازها،

منجمد و با تانک ازت به آزمایشگاه تحقیقاتی 

 شناسیدانشکده زیست بیوتکنولوژی پروتئین

ها تا انجام نمونه .دشدانشگاه تهران منتقل 

گراد درجه سانتیـ 70مراحل بعدی داخل فریزر 

 نگهداری شدند.

 

 استخراج فاز جامد

تغلیظ محتوای  برایها سازی نمونهآماده

 SPE هایپروتئینی و تخلیص اولیه روی ستون

(Solid-Phase Extraction ) به روشPark  و

( با اندکی تغییرات انجام شد. 1998همکاران )

به شنی دریایی خزر گاوماهی موکوس اپیدرمی 

بافر لیتر میلی 400لیتر در میلی 100میزان 

 مولار،  2/0  استات  سدیم  حاوی  استخراج

 PMSF درصد و X 2/0-100تریتون 

(Phenylmethylsulfonyl Fluoride ) یک

همزن  کیبا استفاده از ( pH 4/8مولار )میلی

 D-7300 Esslingen ،Eberhardبلندر )

Bauer ،به دست و مخلوط شد همگن  (آلمان

روز روی همزن به مدت یک شبانه آمده

 (آلمان ،MR 3001k ،Heidolphمغناطیسی )

گراد هم زده شد تا کاملا درجه سانتی 4دمای در 

محلول . به منظور حذف ذرات غیردشویکنواخت 

 g20٫000با دور به دست آمده و جامد، مخلوط 

گراد درجه سانتی 4و دمای  قهیدق 30به مدت 

و  ( آلمان ، KL ، Sigma 16-2)  وژیفیسانتر

 عیما  آن  از  پس  .شد  یآورعجم  ییرو  مایع

 Sep-Pak C18های جیکارتر معرض در ییرو

(Macherey-Nagel ،آلمان )فاز معکوس 

(Reverse Phase )درصد 80 با که قرار گرفت 

( حجمی/  حجمی) درصد 1/0 یحاو لیتراستونی

( فعال و A بافر( )TFA) دیاس کیاستتری فلورو

( B)بافر  (حجمی/  حجمی) TFA درصد 1/0 با

برای حذف استونیتریل اضافی شسته شده بود، 

 جی، کارترییرومایع  یریپس از بارگد. شاستفاده 

 یدهایپپت و شد شسته  Bبافرلیتر میلی 20با 

از ستون  Aبافر لیتر میلی 6با آن به دام افتاده در 

یکی  (Eluates) هاشسته شد. سپس شسته
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 Freeze)شدند  شده و به روش انجمادی خشک

Drying)در کمترینبه دست آمده های . پودر 

های د و در ادامه آزمونشحجم از آب مقطر حل 

 مورد نظر انجام شد.

 

 الترافیلتراسیون )کسرگیری(

ها دارای AMPطور که قبلا ذکر شد  همان

ین در این وزن ملکولی پایین می باشند. بنابرا

هایی با وزن ملکولی مرحله، برای حذف پپتید

 MWCOفیلترهای سانتریفیوژی )بالا، از 

5kDa ،Ultra-15 ،Sartorius ،حد  4( با نآلما

 3و  5، 10، 30مختلف )شامل ( Cut off) عبور

 ازبه دست آمده استفاده شد. پودر کیلو دالتون( 

کن انجمادی تا حدی با آب مقطر رقیق خشک

د تا محلولی پروتئینی با غلظت حدودی نیم ش

زیرا غلظت  .به دست آمدلیتر گرم بر میلیمیلی

ها و از باعث گرفتگی غشای فیلتر بالای محلول

. در دشودست دادن مقادیر زیادی پروتئین می

)بالا به دست آمده ( Fractions)های انتها، کسر

کیلودالتون( به روش انجمادی خشک  5و زیر 

 د.شها انجام های مورد نظر روی آنشد و آزمون

 

 سنجش غلظت پروتئین تام

 موکوس یهانمونه تام نیپروتئ زانیم

 دستور العمل اساس بر های آنی و کسراپیدرم

( با Bradford, 1976بردفورد ) استاندارد

 Bovine) یسرم گاو نیآلبوماستفاده از 

Serum Albumin: BSA ) به عنوان استاندارد

  د.شتعیین  نانومتر 595در طول موج 

 

 هابررسی پروفایل پروتینی نمونه

 یهر مرحله، خلوص و وزن مولکولدر 

 SDS-PAGE روش با استفاده از هانیپروتئ

Tricine ژل و  درصد 16کننده  با ژل جدا

 شد نییتعدرصد  4 و  10متراکم کننده 

(Schaggerand  and Von Jagow, 1987 .)

وزن ملکولی نسبی باندها توسط لدر پروتئینی 

 ( تخمین، سیناژن، ایرانکیلودالتون 250-10)

 زده شد.

 

 نشر ی به روشکروبیضدم تیسنجش فعال

 یشعاع

های مورد استفاده در میکرواورگانیسم

در  .معرفی شده است 2در جدول اضر حمطالعه 

 6 علیه یکروبیضدم تیفعالاین مطالعه 

زا شامل عوامل بیماری زابیماری سمیکروارگانیم

 Yersiniaو  Vibrio harveyiدر ماهیان 

ruckeri ( و چهار سویه مرجعPseudomonas 

aeruginosa ،Escherichia coli ،

Staphylococcus   aureus    و  Bacillus 
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 های مورد استفاده در این مطالعه: باکتری2جدول 

 گرم مثبت/منفی کد گونه باکتری

Bacillus subtilis ATCC 62037 مثبت 

Staphylococcus aureus ATCC**15752 مثبت 

Yersinia ruckeri PTCC*1888 منفی 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 منفی 

Vibrio harveyi PTCC 1755 منفی 

Escherichia coli ATCC 27325 منفی 

* :Persian Type Culture Collection 

**: American Type Culture Collection 

 

subtilisی )شعاع نشر ( به روشRadial  

Diffusion Assay: RAD )قرار  شیمورد آزما

 ساعته 24ت کش از روش، این در. گرفت

 براث نوترینت کشت محیط در هاباکتری

(Ibrescoبه وسیله سرم فیزیولوژی ، ایران ،)

 باکتریایی سوسپانسیون ،درصد 9/0استریل 

در طول موج  1/0تا  07/0) فارلندمک نیم معادل

 سوابکمک  با سپس. شد تهیه نانومتر( 600

 سطح بر باکتری از یکنواختی کشت استریل،

-Muller) آگار هینتون شت مولرمحیط ک

Hinton Agar )سپس ت.گرف صورت 

( استریل بلانک هایدیسکهای شاهد )صفحه

 محیط رویهای مورد نظر شده با نمونه آغشته

 ادامه، در. شد داده قرار باکتری حاوی کشت

 مدت به گرادسانتی درجه 37 دمای در هاپلیت

 این طی از پس .شدند گرماگذاری ساعت 24

 میزان بیانگر رشد عدم هالهشعاع  مدت،

های کسر به هاباکتری مقاومت یا حساسیت

 .است مختلف

 

 (Proteolytic Digestion) ینیهضم پروتئ

 هایمنظور تعیین ماهیت پروتئینی کسر به

یی ایضدباکتر تیفعالدالتون، کیلو 5زیر و بالای 

 60 نهایی غلظتبا  به دنبال هضم هااین کسر

، K (Sigma نازیپروتئلیتر میلیبر گرم میکرو

درجه  37 در قهیدق 60( به مدت آلمان

مانند بالا ی هشعاع نشر روشبه  گرادیسانت

 (.Fernandes et al., 2002) شد یابیارز
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 تحلیل آماری و تجزیه

آزمون تحلیل  از هاداده تحلیل و تجزیه برای

  و (One-way ANOVA)طرفه یکواریانس 

t-Test  ریایی ازضدباکت فعالیت مقایسه برایو 

 درصد 95اطمینان  سطح در دانکن آزمونپس

 استفاده شد 18 نسخهSPSS آماری  افزارنرم در

 Microsoft Excel افزارنرم در نمودارها و

 .شد رسم 2016

 

 نتایج

جزئی موکوس اپیدرمی گاوماهی شنی  هیتصف

 باکتریایی آندریای خزر و فعالیت ضد

جدا شده از گاوماهی موکوس اپیدرمی خام 

میکروگرم   400  دارای خزر   دریای  شنی

 تیفعال ،وجوداین با (، 3 پروتئین بود )جدول

 صیتشخ آن به روش نشر شعاعیی کروبیضدم

بار  نیاول یبرا ضدباکتریایی تیفعال داده نشد.

، بافر استخراجدر  موکوس سازیهمگنپس از 

 عیمای موجود در دهایپپتتغلیظ  و وژیفیسانتر

 Sep-Pak جیکارتر کیدر  SPEتوسط  ییرو

C18 در ادامه، نتایج  .(1)شکل  مشاهده شد

یافتن کسر )یا الترافیلتراسیون که به منظور 

کسرهای( اصلی دارای فعالیت ضدمیکروبی 

   های شسته فقط کهانجام شده بود، نشان داد 

بالای   کسرهای و   SPE  از  آمده  دست  به

کیلودالتون به دست آمده از آن،  3و زیر  30

 S. aureus در برابررا تنها  یکروبیضدم تیفعال

 (.1به نمایش گذاشتند )شکل  B. subtilisو 

با توجه به این که بین کسرهای دارای 

کیلودالتون کمترین غلظت  3فعالیت، کسر زیر 

 پروتئین را داشت، این کسر دارای بهترین میزان

های (. غلظت3فعالیت ضدباکتریایی بود )جدول 

پروتئینی کسرهای مختلف نشان داد که میزان 

آیند کسرگیری قابل توجهی از پروتئین در فر

توسط فیلترهای سانتریفیوژی از دست رفته 

 (.  بنابراین  تصمیم  گرفته  شد3است  )جدول  

تنها از یک حد عبور استفاده شود و برای 

های دارای آوری حداکثر پپتیداطمینان از جمع

کیلودالتون  5فعالیت ضدباکتریایی، حد عبور 

 S. aureusانتخاب شد. نتایج نشان داد که تنها 

 5نسبت به کسرهای بالا و زیر  B. subtilis و

 (.2کیلودالتون حساس بودند )شکل 

نتایج نشان داد بهترین فعالیت ضدباکتریایی 

یل کیلودالتون بود به این دل 5مربوط به کسر زیر 

که غلظت پروتئینی بسیار کمتری نسبت به کسر 

 (.4کیلودالتون داشت )جدول  5بالای 

نتایج مربوط به هضم پروتئینی کسرها با 

کامل نشان دهنده از بین رفتن  K نازیپروتئ

ها بود که بیانگر ماهیت فعالیت ضدباکتریایی آن

 (.3است )شکل  فعال عامل پروتئینی
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 بر مهارو اثر آن  خزر ماهی شنی دریایموکوس اپیدرمی گاو های: میزان غلظت پروتئین نمونه3دول ج

 انحراف معیار( ±)میانگین  رشد باکتری

 هانمونه
غلظت پروتئین 

(µg/mL) 

 (mm)قطر هاله بازدارنده 

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus 

 - - 400 موکوس اپیدرمی خام

 SPE 4722 a 0/25±2/15 a 1/75±2/15موکوس تغلیظ شده توسط 

 a 0/75±1/16 a 2/5±1/17 1485 کیلودالتون 30کسر بالای 

 - - 400 دالتونکیلو 10-30کسر 

 - - 9 کیلودالتون 5-10کسر 

 - - * کیلودالتون 3-5کسر 

 b 5/25±0/12 b 0/12±1 * کیلودالتون 3کسر زیر 

 خارج از محدوده حساسیت روش بردفورد: *

 (.P<05/0دار بین تیمارها است )حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده وجود اختلاف معنی

 

 

 

موکوس اپیدرمی گاوماهی شنی دریای خزر  SPE به دست آمده ازهای شسته یکروبیضدم تیفعال: 1شکل 

به های شسته: 1. شماره Bacillus subtilis و Bacillus aureus در برابراز آن به دست آمده های و کسر

: 4شماره ؛ کیلودالتون 10-30: کسر بین 3شماره  کیلودالتون؛ 30: کسر بالای 2شماره ؛ SPEاز دست آمده 

 کیلودالتون. 3 : کسر زیر6شماره ؛ کیلودالتون 3-5: کسر بین 5شماره کیلودالتون؛  5-10کسر بین 
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 SPEبه دست آمده از کیلودالتون   5( 2)شماره  ( و زیر1ی کسرهای بالا )شماره کروبیضدم تیفعال: 2شکل 

 Bacillus subtilis ،Staphylococcusهای باکتریایی علیه سویهموکوس اپیدرمی گاوماهی شنی دریای خزر 

aureus، Pseudomonas aeruginosa ،Escherichia coli ،Vibrio harveyi  وYersinia ruckeri. 

 
و اثر آن بر مهار  های موکوس اپیدرمی گاو ماهی شنی دریای خزر: میزان غلظت پروتئین نمونه4جدول 

 انحراف معیار( ±)میانگین  رشد باکتری

 هانمونه
غلظت پروتئین 

(µg/mL) 

 (mm)قطر هاله بازدارنده 

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus 

 a 3/45±2/16 a 4/75±1/22 3265 کیلودالتون 5کسر بالای 

 b 5/25±1/12 a 5/25±0/19 * کیلودالتون 5کسر زیر 

 خارج از محدوده حساسیت روش بردفورد: *

 (.P<05/0دار بین تیمارها است )حروف متفاوت در هر ستون نشان دهنده وجود اختلاف معنی

 

Yersinia ruckeri 
Escherichia coli 

Vibrio harveyi Staphylococcus 

aureus 

 

Bacillus subtilis 

Pseudomonas aeruginosa 
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به واسطه هضم موکوس اپیدرمی گاوماهی شنی دریای خزر  فعال عاملبررسی ماهیت پروتئینی  :3شکل 

: کسر 3شماره  کیلودالتون؛ 5: کسر زیر 2شماره  کیلودالتون؛ 5: کسر بالای 1شماره . K نازیپروتئپروتئینی با 

 پیش تیمار شده باکیلودالتون  5: کسر زیر 4شماره ؛ Kپیش تیمار شده با پروتئیناز کیلودالتون  5بالای 

.Kپروتئیناز 

 

 بحث

کلیدی در پپتیدهای ضدمیکروبی نقش 

زا ایفا سیستم ایمنی ذاتی علیه عوامل بیماری

(. موکوس پوست Ellis, 2001کنند )می

ها در آنها از آنجایی که اولین سد دفاعی ماهی

زا است، یک منبع برابر تهاجم عوامل بیماری

غنی و بالقوه برای جداسازی این پپتیدها است 

(Esteban, 2012 زمانی که این جانوران .)

شوند و یا در معرض میکروارگانیسم و می زخمی

و  تولیدگیرند، زا قرار مییا عوامل بیماری

های مخصوصی ها توسط سلولAMPرهاسازی 

زا را با شود که عوامل بیماریدر پوست فعال می

کشتن مستقیم، اختلال در غشا، شناسایی برای 

( و یا مهار Opsonizationعمل فاگوسیتوز )

برند از بین می RNAو یا  DNAسنتز پروتئین، 

(Rakers et al., 2013 مکانیسم مستقل از .)

زا در ها، توسعه مقاومت به عوامل بیماریگیرنده

 Sang andدهد )برابر پپتید را کاهش می

Blecha, 2008; Nakatsuji and Gallo, 

2011.) 

که موکوس اپیدرمی خام  با وجود این

میکروگرم  400دارای گاوماهی شنی دریای خزر 

ی کروبیضدم تیفعال(، اما 1پروتئین بود )جدول

 داده نشد. صیتشخآن به روش نشر شعاعی، 

 Atlantic Halibutدر مورد  مشابه نتایج

(Birkemo et al., 2003دو ،) سفره ماهی گونه 

(Dasyatis sephen  وHimantura 

gerrardi )(Vennila et al., 2011) و سوف 

-Anabas testudineus( )Alبالارونده )

Rasheed et al., 2018 نیز گزارش شده )

 ضدباکتریایی ها، فعالیتدر این گونه است.
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 موکوس اپیدرمی خام، به روش نشر شعاعی،

ی موکوس و یا بالا ویسکوزیته لیبه دل احتمالا

ین اجزای دارای فعالیت ضدمیکروبی، یغلظت پا

(. Birkemo et al., 2003مشاهده نشد )

بنابراین در این مرحله تصمیم به تغلیظ موکوس 

 یهانمونه. از طرف دیگر گرفته شداپیدرمی 

هستند که با  یمواد یحاو معمولا ینیپروتئ

تداخل  یدست نییپا های مورد استفادهروش

مواد  منظور حذفه ب یاستراتژ نیدارند. چند

یکی از  ها وجود دارد.نامطلوب از نمونه

 هانیپروتئ دهیرسوب ها،راهکارترین مناسب

 ;Garcia-Rodriguez et al., 2003) است

Antonioli et al., 2009) .در  این روش

ژل  ونیلتراسیف ای زیالید یهابا روش سهیمقا

است،  تیمزیک  یدارا (ییزدانمک یها)ستون

 و ینینمونه پروتئ تغلیظ طور همزمانبه  رایز

را ممکن  از مواد نامطلوب هیتصف نیهمچن

 ;Garcia-Rodriguez et al., 2003سازد )می

Antonioli et al., 2009; Zellner et al., 

است  رویکرد آن نیا بیاز معا یک(. اما ی2005

در شوند،  دناتورهها ممکن است نیکه پروتئ

، آن مشکل است حل مجدد هایی کهپلیت نتیجه

در مورد  ینگرانیک ، گریاز طرف دتشکیل شوند. 

مرحله  طول در هانیاز دست دادن پروتئ

انتخاب نیاز به  ،نیوجود دارد. بنابرا دهیرسوب

 نیشتریبمنجر به که  استمناسبی روش 

به مطالعات زیادی در د. شو نیپروتئ محصول

ها، تغلیظ همزمان ناخالصی منظور حذف

آبگریزی  علت ماهیتبه ها و همچنین پروتئین

AMP )ها، روش استخراج فاز جامد )فاز معکوس

 Coleدادند ) قرار   استفاده  مورد  موفقیت با  را 

et al., 1997; Park et al.,1998; 

Fernandes et al., 2002, 2003, 2004; 

Birkemo  et  al.,  2003;  Bergsson  et 

al., 2005; Luders et al., 2005; 

Subramanian et al., 2009 استفاده از این .)

برابری  10رویکرد منجر به تغلیظ بیش از 

محتوای پروتئینی موکوس اپیدرمی و مشاهده 

د. در شدر این مرحله  ضدباکتریایی تیفعال

های( به منظور یافتن کسر )یا کسرمرحله بعد، 

اصلی دارای فعالیت ضدمیکروبی از فیلترهای 

، 30حد عبور مختلف )شامل  4سانتریفیوژی با 

د که با توجه شکیلودالتون( استفاده  3و  5، 10

به از دست دادن میزان قابل توجهی از پروتئین 

صورت به گیری که ممکن است ردر فرآیند کس

 غشا یسطح خارج یرسوب رو یا جذب

 یغشا یهادرون حفره یا( یخارج ی)گرفتگ

فیلترها باشد، تصمیم به ( یداخل ی)گرفتگ

. بنابراین فته شداستفاده از یک حد عبور گر

های باکتریایی فعالیت ضدباکتریایی در برابر گونه

کیلودالتون،  5منتخب برای کسرهای بالا و زیر 
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 و کسرگیری با حد عبور SPEپس از تغلیظ با 

 کیلودالتون صورت پذیرفت.  5

های ضدمیکروبی را پژوهشگران زیادی پپتید

اند ها جدا کردهاز ترشحات اپیدرمی انواع ماهی

(Masso-Silva and Diamond, 2014 اما ،)

این میزان در برابر تعداد پپتیدهای شناسایی 

شده از ترشحات اپیدرمی دوزیستان و 

ه برای . در این مطالعاستپستانداران ناچیز 

اولین بار، فعالیت ضدمیکروبی موکوس اپیدرمی 

های گاو ماهی شنی دریای خزر که یکی از گونه

، مورد بررسی استفراوان و بومی دریای خزر 

 شان داد که موکوس این ماهیقرار گرفت. نتایج ن

ویژه کسرهای حاوی به های آن، و کسر

با وزن ملکولی کم، فعالیت  پپتیدهایی

های ناسبی علیه باکتریباکتریایی مضد

مثبت  گرم   هایگونه خاص  طور  به  ، زابیماری

(S. aureus و B. subtilis نشان دادند که )

نشان دهنده مشارکت احتمالی پپتیدهای 

در فعالیت پایین ضدمیکروبی با وزن مکلولی 

 . استمزبور 

 یهاAMP نیب کیالکترواستات جاذبه

 یعامل مهم ی،با بار منف یو سطح باکتر یونیکات

 یکروبیم یو غشا دهایپپت نیب واکنش یبرا

 ;Yeaman and Yount, 2003هستند )

Ebenhan et al., 2014). یتوپلاسمیس یغشا 

مثبت از  مو گر یگرم منف یهر دو باکتر

 یبار منف یدارا یهابا گروه یاصل یدهایپیفسفول

 نیسر لیدیفسفات یدهایپیمانند فسفول

(Phosphatidylserine)، سرولیگل لیدیفسفات 

(Phosphatidylglycerol)  نیپیولیکاردو 

(Cardiolipin )برای و است شده لیتشک 

AMPاست مناسب اریبس های کاتیونی (Lai 

and Gallo, 2009; Ebenhan et al., 2014). 

( Teichoic Acids) کیکوئیت یدهایوجود اس

و  گرم مثبت هاییکتربا یسلول وارهیدر د

 یرونیب ی( در غشاLPS) دیساکاریپوپلیل

بار  افزایشموجب  کی، هر یگرم منف ییایباکتر

 Yeaman) شوندمیها یسطح باکتر روی منفی

and Yount, 2003 .) 

یک  ،بر اساس مطالعات متعدد منتشر شده

AMP ها تواند برای برخی باکتریمعین می

روی  حال  عین  در  و  شود  محسوب  کشنده 

ثر نباشد و به عبارت دیگر، فعالیت وبرخی م

ضدباکتری بالاتری را نسبت به یک نوع باکتری 

 Masso-Silva and) خاص به نمایش گذارد

Diamond, 2014 به عنوان مثال، پپتید .)

میکروبی کاتلیسیتین جداسازی شده از ضد

( Gadus morhuaکاد آتلانتیک ) روغن ماهی

(codCATH علیه )های باکتریایی گرم گونه

  در ، بود فعال   بسیار  بررسی،  مورد منفی 



 [107] 1399(، 4)8 بزیان:فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آ                 غربالگری موکوس اپیدرمی گاوماهی شنی دریای خزر         

 

گرم مثبت،  هایکه تقریبا علیه گونه حالی

(. Broekman et al., 2011) بودفعال غیر

پپتید ضدمیکروبی دیفنسین ماهی هامور 

(Epinephelus coioides ) بررسی برای

ضدباکتریایی در هشت گونه باکتری، از فعالیت 

 E. coli ،Vibrioجمله پنج گونه گرم منفی )

fluvialis ،P. aeruginosa ،Vibrio 

anguillarum  وAeromonas sobria)  و سه

 S. aureus، Bacillus) سویه گرم مثبت

cereus  وMicrococcus luteus مورد )

آزمایش قرار گرفت و فعالیت ضدباکتری بالاتری 

نسبت به های گرم منفی را در برابر باکتری

 Jin) های گرم مثبت به نمایش گذاشتباکتری

et al., 2010 .) 

 Oreochromis) هپسیدین تیلاپیا

mossambicus) 5-1 (TH1-5 فعالیت )

های گرم منفی ضدباکتریایی علیه باکتری

(Listeria monocytogenes  وVibrio 

vulnificusهای گرم مثبت ( و باکتری

(Enterococcus faecium ،S. aureus و 

Streptococcus agalactiae را اعمال )

 2-3کند، در حالی که هپسیدین تیلاپیا می

(TH2-3 تنها فعالیت ضدباکتری ) در برابر را

 و Vibrio damselaهای گرم منفی )باکتری

Vibrio vulnificusکند )( اعمال میHuang 

et al., 2007; Pan et al., 2011.) 

MAPP ( ماهی لوچMisgurnus  

anguillicaudatus فعالیت ضدمیکروبی )

 .Sو  B. subtilis ،E. coliدر برابر را خوبی 

aureus تری علیه با فعالیت قویB. subtilis 

، اما موفق به مهار رشد کپک و مخمر دادنشان 

های (. باکتریDong et al., 2002)نبود 

Salmonella enterica  وE. coli  و عوامل

 Aeromonasمانند ماهی زا بیماری

salmonicida ،Yersinia ruckeri و V. 

anguillarum نسبت به میکسیدین 

(Myxinidin )( هاگ فیشMyxine 

glutinosa اما اثر  ،هستند( بسیار حساس

و  Staphylococcus epidermidisبر  کمتری

P. aeruginosa ( داردSubramanian et 

al., 2009 .) 

در این مطالعه ، ذکر شدهبر خلاف مطالعات 

های گرم تنها علیه گونه اییفعالیت ضدباکتری

 بالاتر توان به سهممثبت مشاهده شد که می

 ی در غشایبا بار منف سرولیگل لیدیفسفات

 یهایبا باکتر سهیدر مقا گرم مثبت یهایباکتر

 Malanovic and)کرد  ی اشارهگرم منف

Lohner, 2016 باکتری(. به عنوان مثال دو 

که در این  B. subtilisو  S. aureusگرم مثبت 
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مطالعه حساس به عصاره موکوس اپیدرمی 

گاوماهی شنی دریای خزر بودند، به ترتیب دارای 

 هستند سرولیگل لیدیفسفاتدرصد  70و  43

(Malanovic and Lohner, 2016 بنابراین .)

شود که جزء فعال دارای بار مثبت بینی میپیش

 به ویژهکنش قوی، که منجر به برهم باشدبالایی 

های گرم مثبت این چنینی شده است. با باکتری

که  دهندمیمطالعات مذکور نشان ، این علاوه بر

به عوامل  AMPفعالیت ضدمیکروبی یک 

های ساختاری آن مانند مختلفی از قبیل ویژگی

اتیک بودن، توالی، پبار مثبت، آبگریزی، آمفی

، نوع عامل AMPساختار ثانویه، غلظت  ،اندازه

های های میکروبی و منشا سویه، سویهزابیماری

 میکروبی )آب شور یا شیرین( بستگی دارد.

از این به دست آمده طور کلی نتایج به 

مطالعه نشان دهنده قابلیت بالای موکوس 

اپیدرمی گاوماهی شنی دریای خزر به عنوان یک 

که است کروبی منبع غنی از پپتیدهای ضدمی

تواند به واسطه مطالعات تکمیلی و در آینده می

پروری و حتی نزدیک در حوزه سلامت آبزی

 انسانی مورد استفاده قرار گیرد. 
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Abstract  

In recent years the advent and spread of diverse multidrug-resistant bacteria have been 

the main object of concern to the medical field and public health. Antimicrobial peptides 

(AMPs) which are short chain, usually positive charge and hydrophobic molecules, are 

observed in an extensive array of life forms from prokaryotes to eukaryotes including 

humans. Introducing the group of molecules has been promising as that has some benefits 

over the significant world well-being concerns. This research describes the antimicrobial 

activity of the epidermal exudates extract of Neogobius fluviatilis pallasi and its size-

based fractionations for the first time. The results showed that epidermal mucus extract 

and its fractionations were toxic to Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus with a 

radial of inhibition 12.25 and 19.25 mm, respectively. However, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Vibrio harveyi, Yersinia ruckeri were resistant. Proteolytic 

treatment with proteinase K led to depleting the antibacterial properties of fractions, 

indicating that the active agent possesses a proteinaceous nature. Overall, these results 

propose that epidermal mucus of Caspian sand goby is a rich and valuable source for 

finding novel AMPs with potential applications in aquaculture and medicine. 

Key words: Antibiotic Resistance, Antimicrobial Peptides, Mucosal Immunity, 

Neogobius. 
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