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Abstract 
Background: In the recent years, introducing plant materials with the ability to destroy or control of 
biofilm formation of Streptococcus mutans is highly regarded.This study was planned to investigate 
the anti-bacterial activity and biofilm inhibition of Satureja Khuzestanica Jamzad against biofilm and 
single form of S.mutans. 
Materials and Methods: The plant material collected, air dried and powdred. Then thier methanolic 
extract prepared by maceration method.The concentrated extract then diluted by sterile phosphate 
buffer.The anti-bacterial and biofilm inhibition activity of the extracts evaluated by dick diffiusion and 
micro titeration method respectively. Also, bioinformatic study of glucansucrase inhibition by 
dominant plant compounds of S.Khuzestanica Jamzad investigated by molecular docking method 
using Auto dock4 software. 
Results: The results revalued that all tested extracts especially leaf ectract had significant antibacterial 
activity against single form of S.mutans.Results also showed that leaf and stem extract had most and 
least biofilm inhibition with 70 and 13 presend inhibition, respectively. The bioinformatics results also 
confirmed that studied phytochemicals especially gama-terpinen, carvacrol and beta-bisabolene can 
effectively inhibit the glucansucrase. 
Conclusion: The results of present study showed that S.Khuzestanica Jamzad had significant 
antibacterial activity against single form of S.mutans and gama-terpinen, carvacrol and beta-
bisabolene are most effective compounds in biofilm inhibition. 
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  چکیده
هاي استرپتوکوکوس موتانس در  : معرفی ترکیبات گیاهی با قابلیت حذف یا کنترل تشکیل بیوفیلمزمینه و هدف

باکتریایی و مهار تشکیل فرم  بررسی قابلیت ضد ،ي حاضر ز مطالعهاست. هدف ا هاي اخیر بسیار مورد توجه قرار گرفته سال
  ي خوزستانی است. ي متانولی مرزه ي عصاره وسیلهه بیوفیلمی استرپتوکوکوس موتانس ب

ي  سپس آسیاب شدند. عصارهو شو در سایه خشک  و آوري و شست هاي گیاهی پس از جمع : نمونهها مواد و روش
. گردیدسپس با استفاده از بافر فسفات استریل رقیق  ،وري در متانول تهیه شد روش غوطه هاي مختلف با متانولی بخش

شد. بررسی  ارزیابیکنندگی فرم بیوفیلمی با استفاده از روش انتشار دیسک و میکروتیتراسیون  قابلیت ضد باکتریایی و مهار
بات غالب گیاهی با استفاده از روش داکینگ توسط ترکی بیوانفورماتیکی قابلیت مهار کنندگی آنزیم گلوکان سوکراز

  صورت گرفت. Auto dock4افزار  نرم درمولکولی 
فرم  در برابرقابلیت ضد باکتریایی بالایی از ي برگ  ویژه عصارهه ي گیاه مذکور ب نتایج نشان داد که عصاره ها: یافته
 13و  70ترتیب با ه ي برگ و ساقه ب داد که عصارهچنین نشان  باشد. نتایج هم میبرخوردار استرپتوکوکوس موتانس منفرد 

ترین اثربخشی را در مهار تشکیل ساختار بیوفیلمی داشتند. نتایج بررسی بیوانفورماتیکی نیز نشان داد  ترین و کم درصد بیش
وکان سوکراز را توانند گل طور موثر میه بیسابولن ب-ویژه گاماترپینن، کارواکرول و بتاه که ترکیبات گیاهی مورد بررسی ب

  مهار نمایند.
فرم منفرد  در برابری ی: نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که مرزه خوزستانی قابلیت ضد باکتریایی بالاگیري نتیجه

استرپتوکوکوس موتانس داشته و گاماترپینن، کارواکرول و فامسن ترکیبات موثر این گیاه در ظهور قابلیت مهار تشکیل 
  باشند. مذکور می بیوفیلم باکتري

 :استرپتوکوکوس موتانس، آنزیم گلوکان سوکراز، بیوفیلم ، مرزه خوزستانیواژگان کلیدي
 
  
 
 
  
  
  

  هاي نوین، گروه بیوتکنولوژي وريآ ایران، اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشکده علوم و فن *نویسنده مسئول:
Email: taebi.saeed@gmail.com 



 و همکاران سعید تائبی                                                                                                           …بیوفیلمی مرزه بررسی قابلیت ضد باکتریایی و ضد 

 ٢٨                                                                                                 1395 همنب، 11مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال نوزدهم، شماره 

  مقدمه
ترین معضلات پیش  مهم پوسیدگی دندان یکی از

هاي  ویژه کشوره روي سلامت عمومی در جوامع مختلف ب
هاي شایع در  توسعه نیافته و درعین حال جزو بیماري

اي  باشد. این بیماري عارضه هاي توسعه یافته نیز می کشور
هاي  چند عاملی و مهم است که بخش عظیمی از پژوهش

وب شناسی ویژه تحقیقات میکره ي سلامت عمومی ب حوزه
دهد. با وجود اثر گذاري عوامل  را به خود اختصاص می

مختلف در ایجاد و پیشرفت پوسیدگی دندان اما فعالیت 
هاي  ویژه بیوفیلمه ي اسید ب هاي تولید کننده باکتري

ي این  ترین عامل ایجاد کننده استرپتوکوکوس موتانس اصلی
  .)2 ،1(شود عارضه محسوب می

استرپتوکوکوس موتانس باکتري کروي شکل، 
گرم مثبت، بی هوازي اختیاري، فاقد قدرت حرکت و داراي 

 ویژه سوکروزه هاي مختلف ب قابلیت متابولیزه کردن قند
هاي موجود در  باشد. این باکتري با متابولیزه کردن قند می

محیط اطرافش اسید تولید نموده که در نهایت موجب حل 
ها  ي آن ها و ظهور حالت پوسیده ناي دندانشدن می

هاي باکتري مذکور منوط به  . ایجاد بیوفیلم)3(شود می
وزیل نام گلوکان سوکراز یا گلوکه حضور آنزیمی ویژه ب

ترانسفراز است. آنزیم مذکور عضوي از خانواده آنزیمی 
این  باشد. می GH70گلیکوزید هیدرولازها موسوم به 

هاي  هاي مختلفی در سویه آنزیم داراي تعداد اسید آمینه
اسید  1100-1700طور میانگین داراي ه باشد اما ب مختلف می

هاي  بررسی شود. کد می  gftآمینه بوده و توسط ژن
یستالوگرافی انجام شده در خصوص تعیین ساختار آنزیم کر

گلوکان سوکراز استرپتوکوکوس موتانس حاکی از 
ي پلی  هاي این آنزیم در هشت زنجیره ساماندهی اسید آمینه

هاي این  . تعدادي از اسید آمینه)5 ،4(باشد می -H Aپپتیدي
  Tyr430, Asn481,Ser589,Asp909آنزیم شامل:

صورت ه ب GH70ي آنزیمی  در خانواده Tyr916و
حفاظت شده بوده لذا طراحی دارو مبتنی بر مهار و بر 

هاي  ها هدف بسیاري از پژوهش همکنش با این اسیدآمینه
. گلوکان سوکراز با اتصال )6(دارویی قرار گرفته است

هاي مختلف از نوع آلفا  هاي گلوکز از طریق پیوند واحد
شود.  موجب سنتز یک هموپلیمر ویژه موسوم به گلوکان می

ترشح این هموپلی ساکارید چسبناك توسط 
هاي این  گیري بیوفیلم استرپتوکوکوس موتانس موجب شکل

ود. ش ها به سطح دندان می باکتري و اتصال محکم آن
طور معمول داراي سه نوع آنزیم ه استرپتوکوکوس موتانس ب

 GTFDو GTFB، GTFCگلوکان سوکراز است که 
هایی با همین نام کد  ها توسط ژن شوند. این آنزیم نامیده می

هاي قندي از  ترتیب با اتصال واحده ب Dو  Bشده که نوع 
ر ) انواع محلول و غی1-6) و آلفا(1-3هاي آلفا( طریق پیوند

 Cکنند اما نوع  محلول هموپلی ساکارید گلوکان را سنتز می
نوع محلول و غیر محلول  آنزیم گلوکان سوکراز هر دو

  .)8 ،7(کند گلوکان را سنتز می
نقش کلیدي آنزیم گلوکان سوکراز در ایجاد 

هاي زیادي طی  پوسیدگی دندان موجب شده تا پژوهش
هاي اخیر با هدف جستجو و معرفی ترکیبات مهار  سال

ویژه ه ي این آنزیم خصوصا ترکیباتی با منشا طبیعی ب کننده
هاي مختلف  ترکیبات گیاهی انجام شود. نتیجه بررسی

ن خصوص خواص ضد باکتریایی صورت گرفته در ای
چندین گیاه دارویی از جمله میخک، آویشن،کلپوره، 

را بر استرپتوکوکوس موتانس تایید  زعفران ، مریم گلی
نموده است اما با این وجود تا کنون ترکیب دارویی موثري 

صورت کامل و موثر آنزیم مذکور را مهار کند ه که بتواند ب
دستیابی به ترکیب دارویی ها جهت  معرفی نشده لذا بررسی

  . )13-9(چنان ادامه دارد موثر هم
هاي نوین معرفی ترکیبات دارویی  یکی از رهیافت

هاي بیوانفورماتیکی مختلف است. در  جدید استفاده از ابزار
هاي مختلف بیوانفورماتیکی  ها و ابزار این راستا تاکنون روش

ها، تعیین  هدف شبیه سازي برهمکنش بین مولکول با
هاي کلیدي در  تعیین اسید آمینه هاي فعال آنزیمی،  دومین

هاي دارویی براساس  فعالیت آنزیمی، غربالگري مولکول
هاي فیزیکوشیمیایی و پیش بینی سمیت ترکیبات  ویژگی

توان با  ها می اند که بر اساس آن شیمیایی مختلف معرفی شده
دقت بالایی خواص دارویی، مکانیسم اثر و ضریب 
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هاي احتمالی ترکیبات مختلف را قبل از انجام  سمیت
  .)14(هاي آزمایشگاهی و بالینی پیش بینی نمود کارآزمایی

 Saturejaمرزه خوزستانی با نام علمی 
Khuzestanica Jamzad ي نعناعیان و  متعلق به تیره

هاي  باشد. بررسی یکی از گیاهان دارویی بومی ایران می
مختلف انجام شده در خصوص اثرات مطلوب دارویی این 
گیاه حاکی از خواص ضد میکروبی، ضد التهابی، ضد درد، 

خون و نیز ضد لیشمانیایی بوده  گلیسرید و قند ي تري کاهنده
هاي دارویی مهم این گیاه  . یکی از قابلیت)17-15(است

هاي مختلف  اثرات ضد باکتریایی آن است که در بررسی
ي  واسطهه این گیاه دارویی ب مورد مطالعه قرار گرفته است.

چون:  هاي ثانویه هم دارا بودن طیف وسیعی از متابولیت
ها و مشتقات کومارینی داراي قابلیت ضد  کارواکرول، پینن

باشد. اسانس این گیاه دارویی که با  گیري می باکتریایی چشم
شود غنی از کارواکرول بوده و اثرات  نام دنتول شناخته می

هاي مختلف  ضد باکتریایی و ضد بیوفیلمی آن در بررسی
. اما قابلیت )18 ،13(ستمورد مطالعه قرار گرفته ا
هاي حاصل استرپتوکوکوس  مهارکنندگی و تخریب بیوفیلم

ی که ي خوزستان ي متانولی مرزه موتانس توسط عصاره
باشد و نیز  هاي ثانویه می داراي طیف وسیعی از متابولیت

تعیین میزان اثربخشی ترکیبات مختلف در مهار آنزیم 
گلوکوزیل ترانسفراز در بررسی حاضر براي اولین بار انجام 

  شد.
هدف از پژوهش حاضر بررسی خواص ضد 

هاي مختلف  ي متانولی حاصل از بخش باکتریایی عصاره
ی بر فرم منفرد و بیوفیلمی استرپتوکوکوس مرزه خوزستان

موتانس و نیز بررسی داکینگ مولکولی بین ترکیبات غالب 
اند با  این گیاه که در مطالعات فیتوشیمیایی قبلی گزارش شده

 باشد. آنزیم گلوکوزیل ترانسفرازمی
 

 ها مواد و روش

  بخش آزمایشگاهی
ها، تعیـین گونـه و تهیـه عصـاره      جمع آوري نمونه

  نولی:متا

 1395هاي گیـاهی مـورد نظـر در اردیبهشـت و خـرداد       نمونه
طی دو مرحله قبل از گل دهی و بعد از گـل دهـی از مـزارع    

مرکـز تحقیقـات    پرورش سبزیجات تهران جمـع آوري و در 
هـاي   سـپس بخـش   کشاورزي تهران مورد تایید قرار گرفت.

مختلف نمونه گیاهی شامل: برگ، سـاقه، ریشـه و گـل جـدا     
هاي خشک شده سـپس   در سایه خشک گردید. نمونه شده و

 ـ  50آسیاب شده و  طـور  ه گرم از پودر حاصل از هر بخـش ب
درصـد حـل شـده و بـه      96لیتر متانول  میلی 150جداگانه در 

ــا دور  72مــدت  ــر روي شــیکر ب ــرار  160 (rpm)ســاعت ب ق
ي  وسـیله ه هاي حاصل ب ـ پس از مدت مذکور عصاره گرفتند.

درجه  45جهت تغلیظ به روتاري  و صاف شده کاغذ صافی،
وسـیله  ه هـا ب ـ  منتقل شدند و در نهایت پس از تغلیظ، عصـاره 

فریز درایر خشک شده و به ظروف پلاستیکی استریل منتقل 
ــاي  بــه منظــور تهیــه    درجــه نگهــداري شــدند.   4و در دم

گرم از  01/0هاي حاصل میزان  هاي مختلف از عصاره غلظت
ــاره ــا در  عصـ ــ 1000هـ ــد)  50ر(میکرولیتـ  DMSOدرصـ

(محصول شرکت سیگما، آمریکا) حل شده و پس از سترون 
ي بـافر   وسـیله ه میکرونـی ب ـ  45/0سازي با عبور از فیلترهـاي  

ــتریل(  ــفات اســــ ــت PBSفســــ ــه غلظــــ ــاي  ) بــــ هــــ
ــرم  250، 500،750،1000،1500،2000،2500،3000 میکروگـ

  .)19(لیتر رقیق شدند بر میلی
  

هاي ضد باکتریایی بـر   سویه مورد مطالعه و آزمون
  فرم منفرد استرپتوکوکوس موتانس:

ــژوهش   ــورد مطالعــه در ایــن پ ــایی م ســویه باکتری
ــانس ــود. جهــت  (PTCC 1683)اســترپتوکوکوس موت ب

ي  ها بر فرم منفرد سویه عصاره بررسی خواص ضد باکتریایی
ور از به ایـن منظ ـ  مذکور از روش انتشار دیسک استفاده شد.

ــت    ــر کش ــورد نظ ــاکتري م ــیط  24ب ــاعته در مح  BHIس

مایع(محصول شرکت مرك، آلمان) تهیه شده پس از مـدت  
مذکور با استفاده از روش رقیق سـازي و تعیـین کـدورت از    

ــویه ــادل    ســ ــیونی معــ ــذکور سوسپانســ مــــک  5/0ي مــ
ي سـواپ   وسیلهه تهیه شده و ب )  5/1CFU/ml×108فارلند(

هـاي   سپس به دیسک خش شد.آگار پ BHIاستریل برسطح 
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هاي حاصل از  میکرولیتر از عصاره 20کاغذي استریل میزان 
هاي ذکـر   هاي مختلف گیاه مرزه خوزستانی در غلظت بخش

هـاي مـورد نظـر بـر      و هر کدام از دیسک شده اضافه گردید
سطح محیط کشت داده شده قرار گرفته و در نهایت به مدت 

ــاتور   24 ــه انکوب ــه م 37ســاعت ب ــدند.درج ــل ش ــن  نتق در ای
هاي استاندارد پنـی سیلین(محصـول    پژوهش از آنتی بیوتیک

شرکت پادتن طب، ایران)، به عنـوان کنتـرل مثبـت و از آب    
به ترتیب به عنوان کنتـرل منفـی و   DMSO مقطر استریل و

در نهایــت پــس از طــی مــدت  کنتــرل حــلال اســتفاده شــد.
ــه   ــده هال ــر ش ــذاري ذک ــی از   گرماگ ــد ناش ــدم رش ــاي ع  ه

در  گیـري شـد.   ي کولیس انـدازه  هاي گیاهی به وسیله عصاره
تکـرار انجـام شـده و     3هـا در   این مطالعه هر کدام از غلظـت 

  .)20(میانگین و انحراف معیار نیز محاسبه گردید
  

ــدگی(   ــت مهارکنن ــداقل غلظ ــین ح ) و MICتعی
  ها ) عصارهMBCحداقل غلظت کشندگی(

از روش ریـز رقیـق سـازي در     MICجهت تعیین 
ــه ایــن منظــور در هــر کــدام از    میکروپلیــت اســتفاده شــد. ب

میکرولیتـر محـیط    100اي  خانـه  96هاي میکروپلیت  چاهک
 50هــا  ریختــه ســپس بــه هــر کــدام از چاهــک BHIکشـت  

هاي مختلف مرزه خوزستانی بـا   ي بخش از عصارهمیکرولیتر 
اضافه نموده و در نهایـت بـه تمـامی     4/23-3000هاي  غلظت

 5/0میکرولیتر از سوسپانسیون باکتریایی معادل  50ها  چاهک
 50چنین براي کنترل مثبت میـزان   مک فارلند اضافه شد. هم

میکرولیتر از محلول آنتی بیوتیـک پنـی سـیلین در محـدوده     
لیتر و براي کنترل حلال  میکروگرم بر میلی 25-3200ی غلظت

میکرولیتر سوسپانسـیون   50به همراه  DMSOمیکرولیتر  50
ساعت  24پس از . هاي کنترل اضافه شد باکتریایی به چاهک

درجـه جـذب تمـاي     37گرماگذاري میکروپلیـت در دمـاي   
نـانومتر   620ي دسـتگاه الایـزا خـوان در     وسـیله ه ها ب چاهک

ي  هایی که حاوي عصـاره  گیري شده و اولین چاهک يانداز
  MICنانومتر نداشتند به عنوان 620گیاهی بوده و جذبی در 

میکرولیتـر   50نیـز   MBCبه منظور تعیین  در نظر گرفته شد.
ها رشد باکتري صورت نگرفتـه بـه    هایی که در آن از چاهک

ي  وسـیله ه محیط مولر هینتون آگار منتقل و پس از پخـش ب ـ 
تـرین غلظـت از    هـایی کـه حـاوي کـم     اپ استریل پلیـت سو

 MBCها بوده و در آن رشدي مشاهده نشد به عنوان  عصاره
  .  )21(در نظر گرفته شد

  
ــوفیلمی      ــرم بی ــکیل ف ــار تش ــی مه ــون بررس آزم

  استرپتوکوکوس موتانس:
جهت بررسی قابلیت مهار تشکیل فرم بیوفیلمی 

هاي گیاهی از  ي عصاره وسیلهه استرپتوکوکوس موتانس ب
بدین منظور به هر  روش نصرتی و همکاران استفاده شد.

میکرولیتر از محیط  30خانه  96هاي پلیت  کدام از چاهک
درصد گلوکز افزوده سپس  1استریل حاوي  BHIکشت 

میکرولیتر از  100هاي مذکور  به هر کدام از چاهک
 سوسپانسیون باکتریایی استرپتوکوکوس موتانس حاوي

CFU/ml 105×5/1  ي متانولی  میکرولیتر از عصاره 50و
هاي  هاي مختلف مرزه خوزستانی در غلظت حاصل از بخش

روپلیت حاوي سپس میک مختلف ذکر شده اضافه شد.
هاي گیاهی و محیط کشت به  عصاره سوسپانسیون باکتري،

درصد  5گراد و  درجه سانتی 37ساعت در دماي  48مدت 
CO2 .پس از مدت مذکور جهت خارج  گرماگذاري شد

ساختن سلول هاي منفرد و باقی ماندن فرم بیوفیلمی باکتري 
جهت ها با استفاده از بافر فسفات شسته شده و  تمامی چاهک
درصد  96میکرولیتر متانول  20هاي ایجاد شده  تثبیت بیوفیلم

دقیقه مجددا  15ها افزوده و پس از  به هر کدام از چاهک
ي بافر فسفات شسته شد. براي محاسبه  وسیلهه ها ب چاهک

مهار ایجاد فرم  هاي گیاهی در کمی میزان قابلیت عصاره
از محلول میکرولیتر  150بیوفیمی استرپتوکوکوس موتانس 

ها افزوده و میکروپلیت به  درصد کریستال ویوله به چاهک 1
بعد از شستن  دقیقه در دماي اتاق قرار داده شد. 20مدت 

بار تقطیر استریل شده  ي آب دو وسیلهه رنگ اضافی ب
 160نهایت پس از افزودن  ها خشک شده و در چاهک

ا ه میکرولیتر استیک اسید گلاسیال به هر کدام از چاهک
گیري و  نانومتر اندازه 595ها در طول موج  جذب نوري آن

  .)22(میزان قابلیت مهار از طریق فرمول زیر محاسبه گردید
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)×100: درصد مهار= 1فرمول ) ( )
( )

  

میانگین  Bمیانگین جذب کنترل منفی،Cدر فرمول مذکور
میانگین جذب نوري  Tهاي کنترل محیط، جذب چاهک

میانگین جذب چاهک شاهد E هاي مورد آزمون و  چاهک
  باشند. ي همان غلظت می عصاره

  بخش بیوانفورماتیکی
بعدي آنزیم  دریافت و بهینه سازي ساختار سه
  گلوکان سوکراز و ترکیبات گیاهی:

به منظور بررسی بیوانفورماتیکی قابلیت ضد باکتریایی گیاه 
مرزه خوزستانی ساختار سه بعدي مربوط به آنزیم گلوکان 

ترکیب غالب موجود در گیاه مرزه  10سوکراز و 
درصد  5/0) با ترکیب درصد بیشتر از 1 خوزستانی(جدول
به ترتیب  توشیمیایی قبلی گزارش شده بودکه در مطالعات فی

) به آدرس PDBهاي پروتئین( از پایگاه داده
www.pdb.org کد دسترسی باAIE -3و 1 (تصویر (

به  pubchemهاي ترکیبات شیمیایی و دارویی  پایگاه داده
  دریافت شد.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov آدرس

  

  
  استرپتوکوکوس موتانس-گلوکان سوکراز ساختمان سه بعدي آنزیم . 1 تصویر

  
  وجود در گیاه مرزه خوزستانی. ترکیبات غالب م1جدول 

  
  :داکینگ مولکولی

جهت بررسی بیوانفورماتیکی پتانسیل مهار آنزیم 
گلوکان سوکراز استرپتوکوکوس موتانس توسط ترکیبات 
غالب موجود در گیاه مرزه خوزستانی داکینگ مولکولی بین 

ترکیبات غالب گیاه مذکور که در مطالعات فیتوشیمیایی 
ي نرم افزار  وسیلهه با آنزیم مذکور ب قبلی گزارش شده بود

انجام شد.در این بررسی  Auto dock 4 تخصصی
تعداد تکرار  ،100داکینگ مولکولی در دفعات برهمکنش 

  فرمول مولکولی  وزن مولکولی(گرم بر مول) pubchemدر  شماره دسترسی  نام ترکیب  ردیف
 C10H14O  21/150  10364  کارواکرول  1

 C10H16  23/136  7461  ترپینن- گاما  2

  C10H14  21/134  7463  سیمن- پی  3
 C15H24  35/204  10104370  بتا بیسابولن  4

  C10H16  23/136  31253  میرسن  5
  C15H24  35/204  5322111  کاریوفیلن  6
  C10H18O  24/154  6549  لینالول  7
  C10H18O  24/154  16737052  سابینن هیدرات- سیس  8
  C10H16  23/136  12444324  توجن-آلفا  9
  C10H18O  24/154  11230  ال-4- ترپینن  10
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آنگسترومی، الگوریتم ژنتیکی  300ي برهمکنش  ، ناحیه3
هدف و قابلیت -لامارکین، برهمکنش تصادفی لیگاند

لسی و الکتریکی واندروا هاي هیدروژنی، بررسی برهمکنش
کیلو ژول بر مول انجام شد. به منظور  -3ي  با حد آستانه

مقایسه کارایی ترکیبات گیاهی مورد بررسی در مهار 
برهمکنش بین پنی سیلین با آنزیم مذکور  گلوکان سوکراز

  .)23(به عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته شد
  

  ريآنالیز آما
هاي حاصل از این  به منظور بررسی آماري داده

تکرار انجام شده و میانگین  3ها در  ي آزمایش پژوهش کلیه
چنین  ها محاسبه شد. هم و انحراف معیار استاندارد براي آن

هاي مختلف از  جهت بررسی اختلاف معنی دار بین گروه
طرفه و آزمون تعقیبی دانکن با  آنالیز آماري واریانس دو

  استفاده شد. 19نسخه  Spssستفاده از نرم افزار تخصصی ا
  

 ها یافته

 بخش آزمایگاهی:

اثرات ضد باکتریایی مرزه خوزستانی بر فرم منفرد 
  استرپتوکوکوس موتانس

ي  نتایج مربوط به اثرات ضد باکتریایی عصاره
هاي مختلف مرزه خوزستانی بر فرم منفرد  متانولی بخش

ها در جدول  آن MBCو  MICاسترپتوکوکوس موتانس و 
  ذکر شده است.  2

هاي مختلف گیاه مذکور  ي بخش نتایج نشان داد که عصاره
داراي اثرات ضد باکتریایی قابل توجهی بر فرم منفرد 

ویژه ه هاي مورد بررسی ب استرپتوکوکوس موتانس در غلظت
لیتر است. بر  میکروگرم برمیلی 2000هاي بالاتر از  غلظت

هاي  دست آمده قابلیت ضد باکتریایی عصاره هاساس نتایج ب
ه ها داشت ب مورد بررسی ارتباط مستقیمی با غلظت آن

هاي مورد بررسی  طوري که در مورد تمامی عصاره
ترین قابلیت ضد باکتریایی در بالاترین غلظت مورد  بیش

لیتر مشاهده شد.  میکروگرم بر میلی 3000بررسی یعنی 
هاي مختلف در  باکتریایی بخشاي اثرات ضد  بررسی مقایسه

هاي  نیز نشان داد که عصاره p<0.05 داري سطح معنی
ترین اثرات  ترین و کم ترتیب بیشه برگ و ساقه این گیاه ب

هاي مورد بررسی داشتند. نتایج  ضد باکتري را در غلظت
ها نیز نشان داد که  عصاره MBCو MIC مربوط به تعیین

رد بررسی در طیف هاي مو در مورد عصاره MICشاخص 
لیتر قرار داشته و برگ و ساقه  میکروگرم بر میلی 500- 3000

ترین میزان را به خود اختصاص  ترین و بیش ترتیب کمه ب
ي خواص  داده و از این لحاظ نتایج کاملا منطبق بر محاسبه

هاي عدم رشد  گیري قطر هاله ضد باکتریایی از طریق اندازه
مربوط به  MBCه بر این ها بود. علاو ناشی از عصاره

تا بالاتر از  1000ي  هاي مورد بررسی نیز در محدوده عصاره
ي  لیتر تعیین شده در این بین عصاره میکروگرم برمیلی 3000

ترین و  لیتر کم میکروگرم بر میلی 1000مربوط به برگ با 
  را داشتند. MBCترین میزان ي ساقه بیش عصاره

  
هاي مختلف گیاه مرزه خوزستانی بر فرم منفرد استرپتوکوکوس  ت ضد باکتریایی عصاره بخش. نتایج مربوط به خاصی2جدول 

  مورد ارزیابی قرار گرفت.) p<0.05 ها در دار داده لیتر بوده و اختلاف معنی ها بر حسب میکروگرم بر میلی موتانس(تمامی غلظت
منشا 
 عصاره

 MIC MBC میلی متر) (انحراف معیار ±میانگین هاله عدم رشد

250 500 750 1000 1500 2000 2500 3000 

 1500 750 ١١±14/0 ١٠±10/0 9±20/0 7±10/0 6±25/0 5±4/0 -  -  گل

 1000 500 ١٣±20/0 ١٢±24/0 11±30/0 10±26/0 8±10/0 7±11/0 6±23/0 -  برگ

 2500 1500 ٨±25/0 ٧±40/0 ۶±20/0 5±10/0 -  -  -  -  ساقه

 2000 750 ١٠±17/0 ٩±10/0 ٨±12/0 7±30/0 6±40/0 5±15/0 -  -  ریشه

 250 125 19±20/0 میلی گرم در هر دیسک) 10دیسک استاندارد پنی سیلین(
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  قابلیت مهار تشکیل فرم بیوفیلمی:
نتایج مربوط به قابلیت مهار تشکیل فرم بیوفیلمی 

هاي مختلف  ي بخش استرپتوکوکوس موتانس توسط عصاره
ه نشان داده است. نتایج ب 3گیاه مرزه خوزستانی در جدول 

هاي مورد  دست آمده در این خصوص نشان داد که عصاره
ویژه در ه بررسی در محدوده غلظتی مورد بررسی ب

لیتر داراي  میکروگرم بر میلی 1500هاي بالاتر از  غلظت
دست ه باشند. بر اساس نتایج ب قابلیت مهارکنندگی بالایی می

ررسی در روندي هاي مورد ب آمده از این بخش عصاره

توانند موجب مهار تشکیل فرم بیوفیلمی  وابسته به غلظت می
ترین میزان  طوري که بیشه استرپتوکوکوس موتانس شوند ب

میکروگرم 3000اثر بخشی در بالاترین غلظت مورد بررسی(
اي قابلیت  لیتر) مشاهده شد. بررسی مقایسه برمیلی

هاي مختلف در سطح  ي بخش مهارکنندگی عصاره
گیاه مذکور نشان داد که برگ وساقه   p<0.05داري  معنی

ترین و  درصد قابلیت مهارکنندگی بیش 13و  70ترتیب با ه ب
  اند.  ترین میزان اثر بخشی را داشته کم

  
اختلاف (هاي مختلف گیاه مرزه خوزستانی . نتایج مربوط به قابلیت مهار فرم بیوفیلمی استرپتوکوکوس موتانس توسط عصاره بخش3جدول 

  )مورد ارزیابی قرار گرفت p<0.05 ها در دار داده معنی
منشا 
  عصاره

  انحراف معیار ±میاتگین میزان مهار تشکیل فرم بیوفیلمی(درصد)
250  500  750  1000  1500  2000  2500  3000  

  50±1/0  46±3  44±1/0  37±3/0  32±9/0  26±1/0  17±7/0  13±5/0  گل
  70±7/0  58±2/0  51±4/0  46±1  40±7/0  32±6/0  21±8/0  13±6/0  برگ
  33±9/0  30±4/0  24±9/0  18±8/0  13±9/0  8±3/0  0  0  ساقه
  51±2  45±9/0  40±4/0  33±2  26±3/0  17±9/0  12±1  8±3/0  ریشه

  
  

  داکینگ مولکولی:
نتایج حاصل از داکینگ مولکولی بین ترکیبات 
غالب گیاه مرزه خوزستانی و آنزیم گلوکان سوکراز 

ذکر شده است. نتایج  4تانس در جدول استرپتوکوکوس مو
نشان داد که تمامی ترکیبات مورد بررسی برهمکنش قوي و 

کنند. در این بین میزان  مناسبی با آنزیم مذکورایجاد می
از سایر  بتا بیسابولن انرژي گاماترپینن، کارواکرول و
ي برهمکنش ترکیبات  ترکیبات بیشتر بود. بررسی ناحیه

ا آنزیم گلوکان سوکراز نیز نشان داد گیاهی مورد بررسی ب
 ,Asp175, Leu191, Thr691اسیدآمینه شامل:  5که 

Arg731, Ser801   هاي اسید  ترین باقی مانده فعال

 اي در برهمکنش با ترکیبات مورد بررسی بودند(تصویر آمینه
ها نشان داد  ي انرژي برهمکنش این اسید آمینه ). مقایسه1

با تمامی ترکیبات مشارکت در برهمکنش  Thr691که 
هاي  علاوه بر این بررسی هیدروپاتی اسیدآمینه دارد.

هاي شکل گرفته  مشارکت کننده در برهمکنش و نوع پیوند
بین ترکیبات گیاهی و آنزیم گلوکان سوکراز نشان داد که 

ترین  هاي واندروالس اصلی هاي آبدوست و پیوند اسیدآمینه
نزیم مذکور و ترکیبات عوامل در ایجاد برهمکنش بین آ

  گیاهی بودند.
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  . نتایج مربوط به داکینگ مولکولی بین گلوکان سوکراز استرپتوکوکوس موتانس وترکیبات غالب مرزه خوزستانی  4 جدول
اتصال(کیلوژول  انرژي  نام ترکیب  ردیف

  بر مول)
  هاي درگیر در برهمکنش اسیدآمینه

 Thr835,Ala823, Ser801,Thr691,Arg507,Asp175,Asn159,Asn71  - 3/11  کارواکرول  1

  Thr826,Leu827, Ser801,Thr691, Phe369,Lys375,Val364,Lys99  - 1/11  ترپینن- گاما  2
  Ala701,Lys697,Thr691,Leu405  -9/8  سیمن- پی  3
  Ser801, Thr691,Val589, Asp175, Leu191  - 8/10  بتا بیسابولن  4
  Arg731, Ala701, Thr691, Ala261  -1/9  میرسن  5
  Ser801, Thr691, Trp272, His267 ,  -7/7  کاریوفیلن  6
  ,Thr691, Asp175, Leu191  -6/5  لینالول  7
 Arg731, Thr691, Ala156  -8/6  سابینن هیدرات-سیس  8

  Ser801, Thr69 Asp175, Leu191  -5/6  توجن-آلفا  9
  Thr691, Arg731  -3/5  ال-4-ترپینن  10
  ,Ser801, Thr691, Leu681,Ser409, Asp175, Leu191  - 1/12  سیلین پنی  11

 

                           

  
  

ي بر همکنش ترکیبات غالب مرزه خوزستانی با گلوکان سوکراز استرپتوکوکوس موتانس(الف:کارواکرول، ب: گاماترپینن،  نحوه .  1 شکل
  بیسابولن، د: پنی سیلین)-ج: بتا
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 بحث
ي  ش نشان داد که عصارهنتایج حاصل از این پژوه

ي خوزستانی داراي قابلیت ضد باکتریایی بالایی بر فرم  مرزه
صورت موثري ه منفرد استرپتوکوکوس موتانس بوده و ب

  تواند از ایجاد فرم بیوفیلمی این باکتري جلوگیري نماید. می
هاي  ترین چالش پوسیدگی دندان یکی از مهم

ه ف است. بپیش روي سلامت عمومی در کشورهاي مختل
هاي زیاد و نبود راهکار درمانی یا  علت تحمیل هزینه

ي قطعی براي این معضل تحقیقات انجام  پیشگیري کننده
شده در خصوص مهار یا کنترل پوسیدگی دندان از 

هاي پژوهشی نهادهاي مرتبط با سلامت عمومی در  اولویت
علت حساس بودن محیط دهان ه هاي مختلف است. ب کشور

ي ضد میکروبی  پذیر نبودن استفاده از هر نوع مادهو امکان 
تحقیق و پژوهش در این خصوص با چالش جدي مواجه 

هاي باکتریایی خصوصا  است. با توجه به اینکه بیوفیلم
هاي استرپتوکوکوس موتانس به عنوان عامل اصلی  بیوفیلم

ایجاد پوسیدگی شناخته شده است، لذا معرفی ترکیبات 
مهار تشکیل فرم بیوفیلمی یا تخریب طبیعی با قابلیت 

ي باکتري مذکور با اثرات جانبی و  هاي تشکیل شده بیوفیلم
. در )25 ،24(اثربخشی بالا از همیت بالایی برخوردار است

این بین ترکیبات گیاهی با خواص ضد باکتریایی و 
ي تشکیل بیوفیلم باکتریایی به علت ارزان و در  کننده مهار

اي  دسترس بودن و نیز اثرات جانبی کمتر از جایگاه ویژه
هاي مختلفی انجام  برخوردارند. در این راستا تاکنون پژوهش

بر  شده و قابلیت ضد باکتریایی گیاهان مختلف
استرپتوکوکوس موتانس مورد تایید قرار گرفته است. 

ي  نصرتی و همکاران در پژوهش خود نشان دادند که عصاره
هاي مختلف گیاه جاشیر قابلیت ضد  متانولی حاصل از بخش

گیري بر فرم منفرد استرپتوکوکوس موتانس  باکتریایی چشم
را صورت موثري ایجاد فرم بیوفیلمی این باکتري ه بوده و ب

. در پژوهشی مشابه که توسط چاوان و )22(کند مهار می
مکاران انجام شد قابلیت ضد استرپتوکوکوس موتانس ه

ي آبی چند گیاه دارویی مختلف مورد بررسی قرار  عصاره
 Syzygium aromaticumگرفته و مشخص شد که 

قابلیت ضد باکتریایی بالایی بر فرم منفرد باکتري مذکور 
گیري از ایجاد فرم بیوفیلمی آن  طور چشمه تواند ب بوده و می

. گوماش و همکاران نیز در بررسی )26(یدجلوگیري نما
هاي  ي استونی حاصل از بخش دیگر نشان دادند که عصاره

صورت چشمگیري ه ب Psidium guajavaمختلف 
تواند ایجاد فرم بیوفیلمی استرپتوکوکوس موتانس را مهار  می

. اما در مقابل برخی از مطالعات حاکی از عدم اثر )27(کند
بخشی گیاهان مختلف بر فرم منفرد و بیوفیلیمی 
استرپتوکوکوس موتانس بوده است. پژوهش انجام شده 
توسط میرکریمی و همکاران و در خصوص اثر بخشی 

ي انگور بر فرم منفرد استرپتوکوکوس موتانس  ي دانه عصاره
عصاره بر باکتري مذکور بوده  حاکی از عدم اثربخشی این

ي انجام شده توسط  . در همین راستا مطالعه)28(است
گونه  4ي آبی  آنگاجی و همکاران عدم اثربخشی عصاره

 Thymus vulgaris, Melissa گیاه دارویی شامل:

officinalis, Rhus corriaria وMagnolia 

grandiflora حالی که  را بر استرپتوکوکوس نشان داد در
هاي  ها بر سایر سویه الایی از آنقالیت ضد باکتریایی ب

  .)29(باکتریایی مشاهده شده بود
مرزه خوزستانی یکی از گیاهان بومی ایران است 

هاي مختلفی مورد  که اثرات مطلوب درمانی آن در بررسی
مورد توجه این  یکی از خواص بررسی قرار گرفته است.

ارزش که بسیار مورد توجه است قابلیت  گیاه دارویی با
هاي مختلفی  بالاي ضد باکتریایی آن است که در پژوهش

مورد ارزیابی و تایید قرار گرفته است. در همین راستا بررسی 
انجام شده توسط محبوبی و همکاران نشان داد که اسانس 

ضد باکتریایی ي خوزستانی قابلیت  تهیه شده از مرزه
هاي کلینیکی اشریشیا کولاي جدا شده  گیري بر نمونه چشم

. )30(هاي مجاري ادراري را دارد از بیماران مبتلا به عفونت
نشان دادند که در بررسی مشابه دیگر عباسی و همکاران 

اسانس مرزه خوزستانی اثرات ضد باکتریایی بالایی بر 
هاي مقاوم به آنتی بیوتیک سودوموناس آئروژنوزا  سویه
. بررسی زمردیان و همکاران در خصوص اثرات )31(دارد

ضد باکتریایی اسانس گیاهان دارویی بومی ایران از جمله 
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هاي دهان و  هاي مولد بیماري مرزه خوزستانی بر باکتري
دندان شامل استرپتوکوکوس موتانس و استرپتوکوکوس 
سوبرینوس حاکی از اثرات ضد باکتریایی بالاي مرزه 

ها بوده اما در این پژوهش فقط  ريخوزستانی بر این باکت
کارواکرول عامل اصلی ظهور قابلیت ضد باکتریایی مطرح 
شده و اثربخشی گیاهان مورد مطالعه بر فرم بیوفیلمی 

هاي  هاي مذکور که عامل اصلی پوسیدگی و بیماري باکتري
  . )32(باشند مورد بررسی قرار نگرفته است دهان و دندان می
هاي فیتوشیمیایی مختلف انجام شده در  بررسی

خوزستانی حاکی از  خصوص ترکیبات موجود در مرزه
هاي ثانویه در این گیاه  حضور طیف وسیعی از متابولیت

ها  است. در این بین کارواکرول، مشتقات کومارینی و پینن
هاي  اند. طی بررسی به خود اختصاص دادهدرصد بیشتري را 

مختلف انجام شده کارواکرول به عنوان ماده موثر غالب 
ویژه اثرات ضد ه گیاه مذکور معرفی شده و قابلیت دارویی ب

هاي متعدد مورد مطالعه  باکتریایی ترکیب مذکور در بررسی
  . )33(قرار گرفته است

بررسی اکبري شهابی و همکاران نشان داد که 
کارواکرول اثرات ضد میکروبی به مراتب بالاتري نسب به 
آمپی سیلین و سولفامتوکسازول بر لیستریامونوسیتوژنز 

ي ناسترو و همکاران نیز نشان داد که  . مطالعه)34(دارد
کارواکرول قابلیت بالایی در مهار تشکیل فرم بیوفیلمی 

افیلوکوکوس ساپروفیتیکوس استافیلوکوکوس اورئوس و است
را دارد اما در این پژوهش مکانیسم احتمالی براي دلیل ظهور 

در پژوهشی مشابه که  .)35(این قابلیت معرفی نشده است
توسط آمارال و همکاران انجام شد مشخص شد که 

طور موثري ایجاد فرم ه توانند ب کارواکرول و تیمول می
هاي مختلف سالمونلا بروي غشاهاي پلی  بیوفیلمی سویه

هاي  چه در بررسی . اگر)36(پروپیلنی را کاهش دهند
مختلف دیگر کارواکرول به عنوان عامل اصلی ایجاد قابلیت 
ضد باکتریایی مرزه خوزستانی معرفی شده اما نقش سایر 
ترکیبات موجود در این گیاه کمتر مورد بررسی قرار گرفته 
است. نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که سایر 

ویژه مشتقات ه ترکیبات موجود در مرزه خوزستانی ب

کومارینی و پیننی در ظهور قابلیت ضد بیوفیلمی گیاه مذکور 
هاي مختلف انجام شده اثرات  باشند. بررسی حائز اهمیت می

ها را نشان داده است. در  ها و پینن ضد باکتریایی کومارین
ها و مشتقات  بررسی نصرتی و همکاران مشخص شد که پینن

صورت ه توانند ب اشیر میمخلف کومارینی موجود در گیاه ج
موثري آنزیم گلوکان سوکراز استرپتوکوکوس موتانس را 

 . قابلیت ضد میکروبی بالاي ترکیباتی هم)22(مهار نمایند
چون گاما ترپینن و بتا بیسابولن که در پژوهش حاضر قابلیت 
بالاي در مهار آنزیم گلوکان سوکراز نشان دادند در 

این  . بنابر)40-37 ،33(هاي مختلفی تایید شده است بررسی
ي مناسبی  کارواکرول میتوانند گزینهاین ترکیبات در کنار 

چنین  جهت بررسی بیشتر از لحاط اثر بخشی و ایمنی و هم
توسعه محصولات دارویی و بهداشتی جهت مبارزه با معضل 

ها هوایی  اثربخشی بالاي بخش پوسیدگی دندان تلقی شوند.
تواند ناشی از تجمع کارواکرول،  مرزه خوزستانی می

ها باشد که  ی در این بخشمشتقات پیننی و کومارین
ي این گفته  هاي مختلف فیتوشیمیایی تایید کننده بررسی

  باشند. می
  

  گیري نتیجه
ي  نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که عصاره

هاي هوایی مرزه خوزستانی  ویژه بخشه هاي مهتلف ب بخش
قابلیت ضد باکتریایی بالیی بر فرم منفرد استرپتوکوکوس 

ي دارا بودن طیف وسیعی از  واسطهه ب موتانس بوده و
ویژه گاماترپینن، کارواکرول و بتا ه هاي گیاهی ب متابولیت

تواند از ایجاد فرم بیوفیلمی استرپتوکوکوس  بیسابولن می
موتانس و به دنبال آن از ایجاد پوسیدگی دندان جلوگیري 

  کند.
  

  تشکر و قدردانی
وه اساتید گر بدین وسیله نویسندگان مقاله از

هاي نوین دانشگاه اصفهان  بیوتکنولوژي دانشکده فناوري
  نمایند. تشکر و قدردانی می
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