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Abstract 
Introduction: The majority of antibiotics that are used today are produced by actinomycetes, especially the genus of 
Streptomyces. Because of the high potential of Streptomyces species to produce antimicrobial compounds, these bacteria 
are still an interesting source for identifying new antimicrobial compounds. Due to the influence of environmental micro 
factors on microbial communities and their gene expression, including the synthesis of secondary and antimicrobial 
compounds, it is valuable to isolate Streptomyces from unique environments for identifying new compounds. The 
rhizosphere of wild traditional medicinal plants appears to be a promising environment for the isolation and identification 
of Streptomyces, as well as the discovery of new compounds. In this study, we investigated the antimicrobial activity of 
Streptomyces isolates collected from the rhizosphere of native medicinal plants in Hamedan province against gram-positive 
and gram-negative bacteria. 

Methods: Different isolates of Streptomyces were collected from the rhizosphere of medicinal plants in the Averzaman 
region in Hamedan province, and their antimicrobial activity against gram-positive and gram-negative bacteria was 
investigated using bioassay tests. Metabolomics analysis of the extracts obtained from the liquid culture of the active isolates 
was performed using ESI-MS to identify active compounds corresponding to the observed bioactivities. 

Results: Based on bioassay tests, the Streptomyces sp. 3Z isolated from the rhizosphere of Mentha longifolia exhibited strong 
antimicrobial activity against gram-positive and gram-negative bacteria.  

Conclusion: Metabolomics analysis of the active fraction of the crude extract of this isolate confirmed the production of 
Streptothricin D by this isolate. 
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 کیده چ

  شوند یسنتز م   Streptomycesجنس   ژهیوه  و ب  هاست ینومیشوند توسط اکتی که امروزه استفاده م  ییهاکیوتیبی آنت  اکثر  :مقدمه

  یی شناسا  یمنبع بالقوه برا   کیهمچنان    های گروه از باکتر  نیا  ،یکروبیضدم  باتیترک  دیتول  یها برا آن   یبال   لیپتانس  لیو به دل

  کننده سنتز  یهاژن  جمله  از  هاآن  یهاژن  انیو ب  یکروبیبر جوامع م  یطیمح  یفاکتورها زیر  ریتاث  ل ی. به دلهستند  دیجد  باتیترک

  بات یترک ییشناسا هدف بامنحصر به فرد  یهاستگاه ی زا از ه  Streptomycesیجداساز  ،یکروب یضدم باتیو ترک هیثانو باتیترک

  یی و شناسا یجداساز  یبرا  یغن طیمح  کی تواندیم یسنت ییدارو اهانیگ زوسفریر رسدیم   نظر بهباشد.  دی مف تواندی م د،یجد

Streptomyces   یهاه یجدا  یکروبیضدم  تیفعال  یمطالعه به بررس  نیباشد. در ا  دیجد  باتیو ترکا  هStreptomyces    شده ی آور جمع  

 . شد  هپرداخت  یگرم مثبت و گرم منف  یهای باکتر  علیهاستان همدان    یبوم  ییدارو  اهانیگ  زوسفریاز ر

شدند و    یمنطقه آورزمان در استان همدان جمع آور   ییدارو  اهانیگ  زوسفریاز ر   Streptomycesمختلف  یهاه یجدا  :هاروش

  ز ی انجام شد. آنال  یسنجستیز  یهابا استفاده از آزمون   ی گرم مثبت و گرم منف  ی باکتر  چندعلیه  ها  آن   یکروبیضدم  تیفعال

  روش از  با استفاده یکروبیضدم باتیترک ییشناسا های فعال جهتمایع جدایههای استخراج شده از کشتعصاره  متابولومیکس

ESI-MS  انجام شد . 

آزمون ا:  هیافته  ر  Streptomyces sp. 3Z  هیجدا  یسنجست یز  یهابراساس  از    ت یفعال  Mentha longifolia  زوسفری جدا شده 

 .نشان داد  یمنف م  گرم مثبت وگر  یهای باکتر  از  ی عداددر تقابل با ت  یقو   یکروبیضدم

 Streptothricin  دیتول  ه،یجدا  نیا  عیاز کشت ما  یآمده از عصاره استخراجدست فرکشن فعال به   کسیمتابولوم  زیآنال  :ریگینتیجه

D  کرد  دییرا تا  هیجدا  نیتوسط ا . 

 یی ا یضد باکتر  تیفعال  ،یجرم  یسنج  فیط  زوسفر،ی، رStreptothricin  ک،یوتی بیآنت،  Streptomyces  ها:کلیدواژه 
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  Mentha longifolia  زوسفر ی جدا شده از ر     .Streptomyces spتولید شده توسط   D  ن ی س ی استرپتوتر   / علی نژاد و خداکرمیان

 مقدمه

تولید    Streptomycesجنس    و عمدتاً  هاهای مورد استفاده در پزشکی، دامپزشکی و کشاورزی توسط اکتینومیست بیوتیک اکثر آنتی

باکتری اندازه ژنوم.  [1]  شوند می از  از  های گرم مثبت نسبت به سایر باکتریاین گروه     GCها بزرگتر بوده و حاوی درصد بالیی 

  ها آن   کثرادارند که    خود  ژنوم  در  هیثانو  یهاتیمتابول  کنندهسنتز  یخوشه ژن  60-20  نیب  جنس  نی ا  یدرصد( است. اعضا  70)حدود  

میکروبی  به عنوان یک منبع بالقوه برای شناسایی ترکیبات ضدچنان  ها هم. از این رو این گروه از باکتریشوند ینم  انی ب  و  بوده  خاموش

بیان نشده و خاموش هستند و برای القای بیان   های ژنی در شرایط عادیبا این وجود اکثر این خوشه   . [2]  جدید مورد توجه هستند 

  تلاش   و  Streptomyces  کسیبا ژنوم  ارتباطدر    ریاخ  ی هاشرفت یرغم پ یعل.  [3]  های محیطی خاصی مورد نیاز استها سیگنالآن 

مختلف با    یهاط یاز مح  Streptomyces  یهاه یجدا  یجداساز  ف،یضع  انیبا ب  یژن  یهاخوشه   ایخاموش/  یژن  یهاخوشه   انیب  یبرا

های  دهد که گونهنشان می  Streptomycesمطالعات مبتنی بر ژنومیکس    .[4]چنان مورد توجه است  هم  د یجد  بات یترک  ییهدف شناسا

 Biosynthesis)ثانویه    هایهای ژنی بیوسنتز متابولیتهای متفاوتی از خوشه مختلف دارای مجموعه   هاییکسان جدا شده از زیستگاه

gene clusters (BGCs)  )های نزدیک به هم مربوط به جزایر ژنومی  ژنومی میان سویه  تفاوت.  [5]   هستند (Genomic Islands (GIs)  )

 . [6] در سازگاری با شرایط محیطی نیز نقش دارند ها هستند و احتمالًروی کروموزوم است که معمول حاصل انتقال افقی ژن

در   نیچنو هم  ی خاک  ، یمختلف آب  یهاطیدر مح  Streptomyces  ی هایباکتر  ،یکیو متابول  یکیولوژیزیف  ،یکیتنوع مورفولوژ  لیبه دل

نظر   به د،یجد بات یترک ییبا هدف شناسا Streptomyces ی[. به منظور جداساز9[، ]8[، ]7وجود دارند ] اهانیو گ واناتیارتباط با ح

از    یکی  یوحش  ییدارو  اهانیگ  زوسفریراستا، ر  نیباشد. در ا  دی مف  تواندیم  یطیفرد محمنحصربه   یهاستگاهیز  یکه بررس  رسدیم

  م یدر تماس مستق  زوسفریر  هی [. ناح11[، ]10است ]  Streptomyces  یهاهیجدا  ییو شناسا  یجداساز  یبرا  دوارکنندهیو ام  یمنابع غن

  ن ی در ا  ی کروبیجهت رشد جامعه م  تروژنیمنابع کربن/ن گریو د دهاینواسیآم  ها، از قند   ی منبع غن  شه یبوده و ترشحات ر  اهیگ  شهیبا ر

و توسعه    یکروبیضدم  باتیاز ترک   یعیمحدوده وس  دیتول  ییتوانا  لیبه دل  Streptomyces  یها[ و گونه12]  کندیرا فراهم م  هیناح

 [. 13هستند ] ژهیو یکیاکولوژ چین نیاستعمار ا یراب  هاسمیکروارگانیگروه م  نیترجزو موفق ،یک یوتیبیمقاومت آنت یهاسمیمکان

  اهان یتنوع گ لیدر استان همدان به دل  ی گیاهان داروی  زوسفریاز ر  Streptomyces  یهاهیجدا  ییو شناسا  یهدف این مطالعه جداساز

 . است یکروبیضدم باتیترک  دیجهت تول ها ه یجدا نیا لیپتانس یاستان و بررس نیدر ا ییدارو

 ها روشمواد و 

 ها  هی جدا یو جداساز ینمونه بردار

ر  یبردارنمونه  مختصات    یکاسن  و  بومادران  ان، یبنیریش  پونه،  ییدارو  اهانیگ  زوسفریاز  با  همدان  استان  در  آورزمان  منطقه  از 

خاک   یهاانتخاب شد و نمونه یبه صورت تصادف  عدد   کی  اهیهر گ  ازماه انجام شد.  خرداد در  N, 48°30'53"E"54'47°34 ییایجغراف

برا  یکیپلاست  یهاسه یک  درون  زوسفریر جداگانه  طور  آزما  Streptomyces  یهاه یجدا  یجداساز  ی به    گروه   شگاهیبه 

های خاک به مدت دو روز در دمای اتاق  همدان( منتقل شدند. نمونه نا یس یدانشگاه بوعل  ی)دانشکده کشاورز ی اهیگیشناسیماریب

- های حاوی محیط کشت نشاستهها سری رقت تهیه شد و پس از کشت روی تشتک مجاورت هوا خشک شدند. سپس از نمونه و در  

های  داری شدند و رشد کلونیگراد نگهدرجه سانتی  28روز در دمای    14( ، به مدت  ISP2آگار )  -مالت-( و مخمرSCAآگار )-ازئینک

 شناسایی شده بر اساس مورفولوژی بر روی محیط کشت  Streptomycesهای  ک کلنیباکتری در این مدت مورد بررسی قرار گرفت. ت

ISP4  (Inorganic Salt Starch Agar( )BD Difco  )  داری گراد به مدت هفت روز نگهدرجه سانتی  28کشت مجدد شدند و در دمای

درصد تهیه و برای   30لص در گلیسرول  های خا ها، سوسپانسیون اسپوری از کشت شدند. پس از حصول اطمینان از خلوص جدایه 

 .[15]، [14]  داری شدند گراد نگهادامه پژوهش در دمای منفی چهار درجه سانتی
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 10-1  ، صفحه1403، زمستان   82، پیاپی 4، شماره37دوره    ی کاربرد   ی شناس ست ی ز   ی فصلنامه علم 

 ی کروبیضدم  باتیترک دیها در تول آن  ییبر اساس توانا هاه یجدا  هیاول یغربالگر

باکتر  Streptomyces  یهاهیجدا  یکروبیضدم  تیفعال با  تقابل  )  یهایدر  مثبت  و    Staphylococcus aureus ATCC 25423گرم 

Bacillus subtilisی( و گرم منف   (Escherichia coli ATCC 25923  ،Pectobacterium atrosepticum  ،Agrobacterium vitis    وErwinia 

amylovoraز محیط کشت سیب زمینیدانشکده( به روش کشت متقاطع و با استفاده ا  یاهیگیشناسی ماریب  گروه  از  شده  افتی( )در-

های  تشتک  .گرم آگار در یک لیتر آب مقطر( انجام شد  20گرم دکستروز،    20زمینی،  گرم عصاره سیب  PDA( )200آگار )-کستروزد

و پس    [ 16]  داری شدند گراد نگهدرجه سانتی  28در وسط، به مدت هفت روز در دمای    Streptomycesهای  حاوی کشت خطی جدایه

(  Streptomycesهای  درجه نسبت به کشت اولیه جدایه  90ذکر شده )با زاویه    یزایماریبهای  ها با باکتریها، تشتکاز رشد جدایه

ها در ممانعت از اری شدند. در نهایت توانایی جدایهگراد نگهددرجه سانتی  37ساعت در دمای    24تلقیح شدند و مجدد به مدت  

باکتری جدایه  بیماریزاهای  رشد  در  و  بررسی شد  تفاوت جداگانه  دارای  و  داشتند  را  رشد  از  بازدارندگی  هاله  بیشترین  که  هایی 

میکروبی توسط این  های ضدبودند، انتخاب شدند تا توانایی تولید متابولیت ISP4و  SCA ،ISP2های کشت مورفولوژیکی روی محیط 

 .[16] ها در محیط مایع نیز بررسی شودجدایه

 یکروبیضدم   باتیترک دی ها در تولآن  ییبر اساس توانا هاه یجدا هیثانو یغربالگر

ها در تولید ترکیبات ضدمیکروبی در محیط کشت مایع، از کشت  های منتخب و بررسی توانایی آنجهت غربالگری ثانویه جدایه

لیتر از میلی 20لیتر از آن به تهیه شد و یک میلی در آب ، سوسپانسیون اسپوریISP4های منتخب روی محیط کشت ی جدایهتازه

)حاوی   بذری  کشت  نشاسته،    5/0محیط  گلوکز،    5/0گرم  پپتون،    1/0گرم    4SO2)4(NH  ،1/0گرم    NaCl  ،2/0گرم    5/0گرم 

لیتری اضافه و به میلی100در یک لیتر آب مقطر( درون ارلن مایرهای    3CaCOگرم    2/0و    4HPO2Kگرم    O 2.7H4MgSO  ،1گرم

لیتر از محیط کشت بذری داری شدند. پنج میلیگراد نگهدرجه سانتی 28دور در دقیقه و دمای  150 ساعت روی شیکر با 48مدت 

،  4HPO2Kگرم    4(NH  ،1(4SO2گرم    2م نشاسته،  گر  10)حاوی    BPM3لیتر از محیط کشت  میلی  150لیتری حاوی  های نیمبه ارلن 

گرم  میلی  O2.7H4FeSO  ،9/7گرم  میلی  O2.5H4CuSO  ،1/1گرم  میلی  3CaCO  ،4/6گرم    NaCl  ،2گرم    O2·7H4MgSO  ،1گرم    1

O2.4H2MnCl    گرم  میلی  5/1وO2.7H4ZnSO  دور در دقیقه و  150 در یک لیتر آب مقطر( اضافه و به مدت هفت روز روی شیکر با

  8000  دوران)  وژی فیبا  استفاده از سانتر  یباکتر  یها و اسپورهاوم یسلیداری شد. پس از هفت روز مگراد نگهدرجه سانتی  28دمای  

(  کرومتریم   45/0  منافذ  قطر  با)  ی سرنگ  یلترهایفکرویم  با  سپس  و (  کی)واتمن شماره    یصاف  کاغذ(،  قهیدق  20  مدت   به  قهیدور در دق

  به(  1:1کلروفرم )/متانول  بی، ترکیباکتر  بدون  عیکشت ما  طیاز مح  یباکتر  یهات یاستخراج متابول  یحذف شدند. برا  عیاز کشت ما

 دور 150 با کریش یرو ساعت ک یزدن به مدت اضافه شد، و پس از هم یتریل کی یرهایماارلن  درون( 2:1به نسبت ) کشت طیمح

چهار    یدر دما   قهیدق  30به مدت    ی سیس  50  یهااستخراج با استفاده از لوله فالکون  یهاحلال  و  کشت  طیمح  مخلوط  قه،یدق  در

. فاز  دندکاملا از هم جدا ش  یو آل یشده و دو فاز آب  لیتا حالت دوفاز تشک  ند ( شدقهیدور در دق  8000)  وژیفیگراد سانتریدرجه سانت

خشک   ی، جداگانه توسط روتاروبیکروتیمبا استفاده از    یجداساز  از  پس (  مخلوط  یی بال)فاز    یآب   فاز  و (  مخلوط  ینیی)فاز پا   یآل

  ی زهایشدند و در آنال  یارنگهد  وسیسلس  - 18  یدما  با  زیدر فر  و  یآورجمع  ها وب یکروتیخام استخراج شده در م  یهاشدند و عصاره

 . [18]، [17استفاده شدند ] مایخام مستق یعصارها  نیا یبعد

 یابیمورد ارز  سکیبا روش انتشار د  Stenotrophomonas maltophiliaو    B. subtilis  هیشده علاستخراج   یهاعصاره  یکروبیمضد  تیفعال

منظور نصف عصاره خام    نیبود. بد ها کیوتیبیاز آنت ی ها نسبت به برخمقاومت آن  لیبه دل یدو باکتر ن یانتخاب ا ل یقرار گرفت. دل

)قطر شش    لیاستر  یکاغذ  یهاسکید  یرو  یاز عصاره متانول  تریکرولیم  15متانول حل شد و    تریکرولیم  50به دست آمده در  

  ی هاهیشده با سو  حیتلق  آگارنتیوترکشت ن  طیمح  یهاتشتک  ی رو  یکاغذ  ی هاسکیشدن، د( منتقل شد و پس از خشکمتریلیم

  ی دارنگه  گرادیدرجه سانت  37  ی ها در دماشد. تشتک  دهقرار دا  ، یچمن  به روش کشت (mL/CFU 81.5 × 10)شده  ذکر    یزایماریب

 [. 19شد ] یریگاندازه هاسکیهاله بازدارنده رشد در اطراف د زانیساعت م 24شدند و پس از 
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 16s rRNA یفعال بر اساس توال ستیز یها هیجدا یی شناسا

  از کشت  ی ژنوم  DNA( انجام شد.  PCR)    مرازو واکنش زنجیرهای پلی  16s rRNAها با استفاده از توالی  شناسایی مولکولی جدایه

روهیتازه جدا ل  ISP4کشت    ط یمح  یها  بافر  از  استفاده  تکث  ییایقل  ز یبا  و  آغازگرها  rRNA 16  یتوال  ریاستخراج شد  -ʹpA(5یبا 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ)     وpH(5ʹ-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3ʹ)  [ تکث20انجام شد .]ژنوم توسط ژل    ری

شد.    یتوال  نییتع  EUROFINSو در    یسازخالص   Mix2Seq  تیاستفاده از ک  باشد و    دییتا  Tris-Borate-EDTAدرصد و بافر    1آگارز  

  ی هایها با توالیتوال  نیتشابه و تطابق ا  زانیو با توجه به م  شدند  سهیمرتبط در ژن بانک مقا   یها یبه دست آمده با توال  یهایتوال

 . ها انجام شدهیجدا یی مرجع، شناسا

 یکروبیضدم  باتیترک یی و شناسا یسازخالص

در   استخراجی  فعال  عصاره  در    100باقیمانده  درصد  پنج  استونیتریل  )میکرولیتر  فرمات  و  10آمونیوم  شد  حل  مولر(   میلی 

 Spheri-5 RP-C18 (220میکرولیتر از آن جهت خالص سازی ترکیبات فعال فرکشن گیری شد. جداسازی با استفاده از ستون   50

mm x 2.1 mm)    سیستمAKTA Ettan LC    مجهز به آشکارسازUV  کننده فرکشنو جمعFRAC-950 (Cytiva)   انجام شد. آمونیوم

- 5از    تاستفاده شدند. برنامه شستشوی گرادیان  Bو    Aمتحرک    های میلی مولر( و استونیتریل به ترتیب به عنوان فاز  10ات )فرم

دقیقه، با سرعت جریان    10به مدت    Bدرصد حلال    5دقیقه،    10به مدت    Bدرصد حلال  100دقیقه،    30در    Bدرصد حلال    100

آوری و با روتاری خشک شدند. نیمی از هر فرکشن  های کروماتوگرام جمع ها طبق پیکفرکشن  لیتر در دقیقه استفاده شد.میلی  1/0

فعال با  ستیز  یهافرکشن  ییشده جهت شناسا آوریهای جمعمیکروبی همه فرکشنشده در متانول حل شد و فعالیت ضدخشک 

انتشار د برای شناسایی فرکشن  یبررس  سکیروش  از فرکشن   15فعال،  های زیستشد.  شده در متانول، روی  های حلمیکرولیتر 

های محیط کشت ها روی تشتک شد و پس از خشک شدن، دیسکمتر انتقال دادههای کاغذی استریل به قطر شش میلیدیسک

ها  شد. تشتکبه روش کشت چمنی قرار داده   maltophilia  Stenotrophomonasو    B. subtilisهای  آگار و تلقیح شده با باکتری-نوترینت

 . گیری شدها اندازهاز رشد در اطراف دیسک هساعت میزان هاله بازدارند 24داری شدند و پس از گراد نگهدرجه سانتی  37در دمای 

 فعالستیز یهاموجود در فرکشن  یکروبی ضد م   باتیترک یی شناسا

 ESI-MS (Electrospray  روش  ضدمیکروبی، با استفاده ازفعال جهت شناسایی ترکیبات  های زیستآنالیز طیف سنجی جرمی فرکشن

ionization mass spectrometry)  دستگاه  آنالیز با استفاده از  .انجام شد  Waters Synapt G1 Mass Spectrometer  آمریکا  ساخت کشور

 50شده در استونیتریل  ال حلهای فع مجهز به یک رابط الکترواسپری و در حالت یون مثبت انجام شد. هشت میکرولیتر از فرکشن 

شد. پنج   بارگذاری  Triverse Nanomate (Advion) چاهکی انتقال داده و در منبع 96درصد اسیدفرمیک به پلیت  1/0درصد حاوی 

الکترواسپری شد.    Synapt G1 mass spectrometerبه داخل    kV 6/1میکرولیتر از نمونه با سرعت جریان پنج میکرو لیتر در دقیقه و  

ساز تولید شده توسط منبع یونش  های پیشمدت پنج دقیقه اسکن شدند و یون  به  m/z  100-2000  بین  MSهای جرمی  طیف 

های جرمی مناسب،  برای دستیابی به طیف  MS/MS  ،Collision Energyانتخاب شدند. برای آنالیز    MS/MSالکترواسپری برای آنالیز  

 . سازی شدبهینه 

 و بحث  نتایج

 ها آن یکروبی ضدم  ت یفعال یو بررس Streptomyces یهاهیجدا  یجداساز

مورفولوژ اساس  بر  مجموع  جدا  یدر  ر  Streptomycesمتفاوت    هیهفت  ش  اهانیگ  زوسفریاز  کاسن  ان،یبنیریپونه،  و    ی بومادران 

 . شدند یسازو خالص یشده از منطقه آورزمان در استان همدان، جداساز یآورجمع 

شده از ریزوسفر گیاه  جدا(  A  - 1  شکل)  3Zکشت متقاطع، جدایه    ها با استفاده از روشدر بررسی اولیه فعالیت ضدمیکروبی جدایه

  گرم مثبت و گرم منفی   بیماریزایهای تقابل با سویه( بیشترین فعالیت بازدارندگی را در  Mentha longifolia (L.)با اسم علمی  پونه )

برای بررسی   BPM3(. محیط کشت  B  - 1شکل  متر بود )نشان داد و اندازه هاله بازدارندگی از رشد بین یک تا سه سانتی  انتخابی

کلروفرم برای استخراج  /های متانولبرای تولید ترکیبات ضدمیکروبی در محیط مایع استفاده شد. از مخلوط حلال 3Zتوانایی جدایه 

ترکیبات آلی از کشت هفت روزه این جدایه استفاده شد. فاز آلی و آبی از هم جدا و هر کدام جداگانه در روتاری خشک شدند.  
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و روش انتشار دیسک نشان    S. maltophiliaو   B. subtilis هایباکتری  رویآمده  های خام به دستمیکروبی عصارهبررسی فعالیت ضد

تری نسبت به فاز آلی نشان داد و هاله بازدارندگی از رشد در  ه عصاره استخراج شده از فاز آبی فعالیت بازدارندگی خیلی قویداد ک

 (.C -1شکل متر بود )بیشتر از یک سانتی بیماریزا گونهاطراف دیسک کاغذی برای هر دو  

 
در تقابل   Streptomyces sp. 3Z هیجدا یکروبیضدم تی(؛ فعالA) ISP4کشت  طیمح یرو Streptomyces sp. 3Z هیجدا یمورفولوژ  -1شکل 

 Escherichia coli ATCC) ی( و گرم منفBacillus subtilisو  Staphylococcus aureus ATCC 25423گرم مثبت ) یزایماریب یهاهیبا سو

25923 ،Pectobacterium atrosepticum ،Agrobacterium vitis  وErwinia amylovoraجامد کشت طیمح ی( رو (B؛ فعال)یکروبیمضد تی 

 Bacillus subtilis (C) هیعل Streptomyces sp. 3Z هیجدا عیکشت ما  یآب فازعصاره خام استخراج شده از 
Figure 1- Streptomyces sp. 3Z morphology on ISP4 medium (A); Streptomyces sp. 3Z antibacterial activity against Gram-

positive (Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus ATCC 25423) and Gram-negative (Escherichia coli ATCC 25923, 

Pectobacterium atrosepticum, Agrobacterium vitis and Erwinia amylovora) pathogenic bacteria (B); Streptomyces sp. 3Z 

crude extract antibacterial activity against Bacillus subtilis (C) 

 

 شناسایی جدایه ها 

توال بلاست  اساس  نزد16s rRNA  ید ینوکلئوت  یبر  جدا  نیترکی،  به  توال  99.60با    3Z  هیگونه  تشابه   Streptomycesبه  یدرصد 

enissocaesilis یبا شماره دسترس یتوال نیبود. ا OR501904  درGenBank ( 1جدول ثبت شد). 

  NCBIدر 3Z هیجدا16s rRNAژن  یتوال BLASTتایج ن -1جدول 
Table 1- BLAST results of 16S rRNA gene sequence of isolate 3Z in NCBI 

Species name Similarity percentage Overlap percentage GeneBank ID No. 

Streptomyces enissocaesilis 99.6 % 99 % OR501904 

 

 فعالست یز باتیترک یی و شناسا یسازخالص

وشوی گرادیانت با استفاده از  تری نسبت به فاز آلی داشت، شستاز آنجایی که عصاره استخراجی از فاز آبی فعالیت بازدارندگی قوی

RP-HPLC  و ستونC18 سازی ترکیبات ضدمیکروبی موجود در عصاره استخراجی از فاز آبی استفاده شد.  جهت جداسازی و خالص

آوری   سنجی در نهایت فرکشن اول )جمعآوری شد و بر اساس تست زیستفرکشن جمع   17شوی گرادیانت، در مجموع  وپس از شست

 . (A -2شکل شناسایی شد ) 3Z( به عنوان فرکشن فعال و مسئول فعالیت ضدمیکروبی جدایه 8.2-7 دقیقه شده در

شد و قطر هاله باز دارندگی از رشد در   B. subtilisو    S. maltophiliaاین فرکشن مانع از رشد  سنجی  براساس نتایج آزمون زیست 

 (.Cو   B -2 شکلری شد )گیمتر اندازهمیلی  12و  9های کاغذی به ترتیب اطراف دیسک 
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و   BPM3 عیکشت ما طیدر مح Streptomyces sp. 3Z نیاز کشت استر یمربوط به عصاره استخراج HPLCکروماتوگرام   -2شکل 

  یهایباکترشده در تقابل با یی فعال شناساستیز فرکشن یکروبیضدم تی(؛ فعالAشده )ییفعال شناساستیفرکشن ز/کیپ

Stenotrophomonas maltophilia  (B ؛ و)B. subtilis (C) 
Figure 2- HPLC chromatogram of crude extracts of Streptomyces sp. 3Z in BPM3 medium and its active peak/fraction 

(shown by red arrow) (A); Antimicrobial activity of the Streptomyces sp. 3Z bioactive fraction against Stenotrophomonas 

maltophilia (B); and Bacillus subtilis (C) 

 

 

انجام شد. بر اساس    ESI-MSو    Waters Synapt G1 Mass Spectrometerشناسایی ترکیبات موجود در فرکشن فعال با استفاده از  

  MS/MSبه عنوان پیک اصلی و غالب شناسایی شد و برای آنالیز    m/z [M + H] 759.49+آنالیز طیف سنجی جرمی فرکشن فعال،  

Streptomyces   (Streptome DB  ،)با دیتابیس ترکیبات    m/z  759.49ساز  یون پیش  MS/MSانتخاب شد. اسپکتروم حاصل از آنالیز  

و اطلاعات منتشر شده در مقالت مقایسه شد. بر اساس این اطلاعات، مشخص شد که این جرم مولکولی    GNPSوم  کتابخانه اسپکتر

بر اساس آنالیز .  [23]،  [22]،  [21]  است  عصاره استخراجی  میکروبیاست که مسئول فعالیت ضد  Dنوع    Streptothricinمربوط به  

نیتروژن و جدا -7شدن پیوند کربنمربوط به شکسته  MS/MSدر اسپکتروم حاصل از آنالیز    m/z  589  طیف سنجی جرمی، پیک

های موجود در اسپکتروم مربوط بیوتیک است. دیگر پیک( از ساختار آنتیm/z  169  )با جرم مولکولی  Streptolidine Lactamشدن  

 . [21] (3شکل از ساختار ترکیب است ) O2Hو  carbamoyl، 3NHگروه  جدا شدن به

 

 
 آن  ییایمیو ساختار ش D  Streptothricin(m/z 759) کیوتیبی آنت ESI-MS/MS زیآنال -3شکل 

Figure 3- ESI-MS/MS of Streptothricin D (759 m/z [M + H]+) with molecular structure 
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بیوتیک   Streptothricinهای گروه  بیوتیک آنتی آنتی  از  اولین گروه  اکیتینومیست جزو  به طور های شناخته شده در  ها هستند که 

از سنتز میکروبی گستردهها دارای طیف ضداند. این آنتی بیوتیکگسترده مورد مطالعه قرار گرفته  ای هستند و به دلیل ممانعت 

-Streptolidine Lactam  ،Carbamoylها از  بیوتیکساختار این آنتی.  [24]،  [23]  ها و سمیت سلولی کاربرد محدودی دارند پروتئین

D-Gulosamine    و یک زنجیرهβ-lysine  است و بسته به نوع آنتیتشکیل شده( بیوتیکA  ،B  ،C  ،D  ،E،F     وX  تعداد واحدهای )β-

lysine  تواند بین یک تا هفت واحد باشد که نوع  میD    10آن با فرمول شیمیاییO12N58H31C    دارای زنجیرهlysine-β  سه واحدی است 

[25]. 

با استفاده از آنالیزهای    Carbamoylstreptothricin D-12را بنام    D   streptothricinجدیدی از  زومریا   [22]  (2007)  همکاران  و  Ji  رایاخ

IR  ،MS-HR    وNMR  لاز کشت مایع استری  sp. novStreptomyces qinlingensis   اند که دارای جرم مولکولیگزارش کرده  + [M + H]  

m/z  759    از لحاظ ساختاری بابوده وD   Streptothricin  بیوتیک گروه  متفاوت است. در ساختار این آنتیCarbamoyl    کربنبه جای -

فعالیت ضدمیکروبی  توجه به جرم مولکولی یکسان و  با    .[22]،  [21]  (4شکل  متصل شده است )  D-gulosamine  12-به کربن  10

از کدام نوع    3Zتولید شده توسط استرین    D   Streptothricinتوان مشخص کرد کههای گرم مثبت و گرم منفی، نمیعلیه باکتری

  .است

 
 Carbamoylstreptothricin D  [22   ]-12ییایمیساختار ش -4شکل 

Figure 4- Chemical structure of 12-Carbamoylstreptothricin D [22] 

 

(، دو گروه دیگر از این 12-در کربن  Carbamoylو ایزومرهای آن )دارای گروه    Streptothricinهای کلاسیک  بیوتیکعلاوه بر آنتی

ین دو گروه، فرم  هستند. ا  Carbamoylstreptothricin acid-12و    Streptothricin acidها نیز گزارش شده اند که شامل  بیوتیک آنتی

هستند و    Streptolidine lactamهستند که حاصل شکسته شدن پیوند آمیدی در    Streptothricinهای  بیوتیکهیدرولیزشده آنتی

نیزهستن آنتی[26]د  دارای فعالیت ضدمیکروبی  از  استفاده گسترده  غذایی و کشاورزها در  بیوتیک.  بروز  صنایع پزشکی،  ی سبب 

، امروزه شناسایی  هاو پیشرفت در روند تولید آنها  بیوتیک آنتیموفقیت در کشف    بیوتیکی شده است و با وجود آنتیهای  مقاومت

همچنان برای جداسازی ترکیبات    Streptomycesهای  . با وجود اینکه گونه[28]،  [27]ترکیبات ضدمیکروبی جدید یک ضرورت است  

رو امروزه خیلی  اند. از اینها، بازکشف ترکیباتی است که قبلا شناسایی و گزارش شدهیتدارویی مورد توجه هستند اما یکی از محدود

 .[29]های ژنی خاموش متمرکز است سازی خوشهها و مهندسی ژنتیک با هدف فعالاز مطالعات روی ژنومیکس این باکتری 

 ی ریگجهینت

موفق   Streptomycesی  هاگونه ا  کیوتیبیآنت  کنندهدیتول  یهاسمیکروارگانیم  نیتراز  در  پتانس  نیهستند.  ی  هاهیجدا  لیمطالعه 

Streptomyces   یسنج  فیط  ز یدر استان همدان مورد مطالعه قرار گرفت و با استفاده از آنال  یی دارو  اه یچهار گ  زوسفریشده از رجدا  

اما نوع ساختار آن به خوب  د ییتا  زایماریب  ی هاهیجدا  یموثر در بازدارندگ  هیجدا  کیتوسط    D  Streptothricin  دیتول  ،یجرم   ی شد 

  بات یترک  د یتول  یبرا  ها ی باکتر  نیا  ی ژنوم  ی بال  لیخصوص است. با توجه به پتانس  نیدر ا  یشتری به مطالعات ب  ازی مشخص نشد و ن

القا و    تواندیم  کسیمطالعات ژنوم  ،یکروبیضدم ا  هیثانو  یهاتی مسئول سنتز متابول  یژن  یهابهتر خوشه  انیببه    ها یباکتر  نیدر 

 کمک کند. 
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