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سرطاني جديد شرق ايران، شناسايي تركيبات ضد شمالال و  جمله مناطق شم   هاي آسيايي ازبا توجه به افزايش نرخ بروز سرطان مري در برخي كشور  . چكيده 

در ارتباط است. در    ي اندوفيت هاهاي گياهي با فعاليت ميكروارگانيسمبراي سركوب اين بيماري ضروري است. امروزه اثبات گرديده كه توليد بسياري از متابوليت
باكتري اندوفيت (از  سويه    ٥٤) ارزيابي شد.  KYSE-30مهار تكثير رده سلولي سرطان مري (هاي اندوفيت گياه دارويي افدرا در  اين پژوهش توانمندي باكتري

ها در محيط كشت  دست آمد. باكتريهها بپس از استريل كردن سطح آن  Ephedra foliataو    Ephedra intermediaجدايه اوليه) از دو گياه دارويي    ٧٤
هاي منتخب بر روي هاي توليد شده با استفاده از كلروفرم استخراج گرديد. اثر عصاره خام سويهت متابوليتساع   ٧٢) تلقيح و پس از  TSBتريپتيك سوي براث (

نهايت سويه مورد  ٧٢و    ٤٨،  ٢٤هاي زماني  در بازه  MTTبا آزمون    KYSE-30سلولي سرطان مري    رده با استفاده از تكثير و  ساعت ارزيابي گرديد. در  نظر 
  50ICبا مقادير    KYSE-30سرطاني بر روي رده سلولي  ضدداراي فعاليت    A1سويه     MTTشناسايي شد. بر اساس نتايج آزمون  NA16S rRيابي ژن  توالي

ساعت پس از تيمار بود. بر اساس شناسايي مولكولي، باكتري مذكور    ٧٢و    ٤٨،  ٢٤هاي  ليتر به ترتيب در زمانميلي ميكروگرم بر    ٣/١٢١ و  ٨/١٩٢،  ٤/٣٤٦برابر با  
توانايي جدايه    Microbacterium maritypicum  ه ب  به  با توجه  از تركيبات طبيعي   KYSE-30در مهار تكثير و زنده ماني    A1شباهت داشت.  استفاده 

موجود در  سازي مواد  هاي بيشتري پس از خالصپذير است. هرچند جهت تاييد اين نتايج آزمايشتوليد شده توسط اين باكتري براي درمان سرطان مري امكان
  هاي جانوري سرطاني ضروري است. عصاره و همچنين انجام مطالعات در مدل

 
 اكتينوباكتر، سميت سلولي، گياهان دارويي، ميكروباكتريوم، همزيستي .هاي كليديواژه
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Abstract. Regarding the rising rate of esophageal cancer in some parts of Asia, including northern and northeastern 
regions of Iran, the identification of new anti-cancer compounds is essential to combat the disease. The relation between 
some plants metabolites and these endophytic microorganisms are well characterized. In the current study, the 
potentials of Ephedra endophyte bacteria for the inhibition of esophageal cancer cell line (KYSE-30) proliferation were 
investigated. A total of 54 endophyte bacteria (out of 70) were obtained from the  sterilized surfaces of two medicinal 
plants, i.e., Ephedra intermedia  and  Ephedra foliata. Bacterial strains were then cultured in Tryptic soy broth (TSB) 
medium and, after 72 h incubation, the produced secondary metabolites were extracted by chloroform. Anticancer 
effects of secondary metabolites from theses bacteria on esophageal cancer cell line KYSE-30 were evaluated  after 24, 
48 and 72 h by MTT method.  MTT assay results showed that only strain A1 had a cytotoxic effect on KYSE-30 cells. 
The IC50 amounts of this strain against KYSE-30 cell lines were equaled (µg/ml) to 346.4, 192.8 and 121.3 after 24, 48, 
and 72 hours, respectively. The molecular identification of strain A1 revealed that Microbacterium maritypicum (99.8% 
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similarity) was the closest identified taxon to the strain studied. According to the promising ability of strain A1 to 
inhibit the growth of KYSE-30 cell line, the use of natural compounds produced by this bacterium to treat esophageal 
cancer was found to be applicable. However, more experiments are needed to confirm these results after purifying the 
ingredients, as well as conducting studies in animal cancer models.  
 
Key words. Actinobacter, cytotoxic effect, medicinal plant, Microbacterium, symbiosis 
 

 

  مقدمه 
نرخ      به  توجه  با  مري  از   ميرومرگسرطان  يكي  امروزه  بالا، 

هشتمين   مجموع  در  و  بوده  جهان  در  پزشكي  جدي  مشكلات 
عامل   ششمين  و  رايج  در  ومرگسرطان  سرطان  به  وابسته  مير 

). اين سرطان  Smyth et al., 2017شود (كل دنيا محسوب مي
سنگفرشي سلول  كارسينوماي  انواع  و   داراي  مري 

مري متفاوتي    آدنوكارسينوماي  بروز  علل  و  خصوصيات  كه  است 
مي كه  استعداد  دارند  و  محيطي  شرايط  زندگي،  سبك  به  تواند 

پيشرفت وجود  با  باشد.  داشته  وابستگي  افراد  و  ژنتيكي  ها 
اي كه در زمينه تشخيص و كنترل سرطان مري  اطلاعات گسترده

بقاي  دستبه ميزان  است،  حدود    ساله  ٥آمده  بيماران  - ٢٠اين 
١٥) است  جغرافيايي    ).Napier et al., 2014درصد  كمربند 

ايران  سرطان  شمالي  نواحي  تا  چين  كشور  از  معده  و  مري  هاي 
ب  امتداد ايران و در استان طوريهيافته است،  كه در شمال كشور 

نفر به   ١/١٧٤و    ٨/١٠٨گلستان نرخ بروز سرطان مري به ترتيب  
  et al., 2013نفر مرد و زن گزارش شده است (  ازاي هر صد هزار

Aghababaei-Ziarati.(  روشعلاوه جراحي،  بر  - شيميهاي 
و   كربوپلاتين  هرسپتين،  مانند  داروهايي  از  استفاده  با  درماني 

 ,.Smyth et alرود (كار ميهايرينوتكان در درمان سرطان مري ب

خطرن  ).2017 جانبي  اثرات  بالا،  هزينه  وجود  اين  ايجاد  با  و  اك 
سلول در  دارومقاومت  اين  از  استفاده  سرطاني  را محدود  هاي  ها 

جهت   طبيعي  تركيبات  به  توجه  امروزه  رو  اين  از  است.  ساخته 
     درماني گسترش يافته است.شيميكاربرد در 

از       بيش  توليد  با  گياهان  شيمايي    ٢٠٠٠٠٠قلمرو  تركيب 
گزينه از  شده  شناساييشناخته  جهت  اصلي  ضد    هاي  تركيبات 

آلكالوئيد است.  استروئيدسرطاني  و  ترپنوئيدها  جمله ها،  از  ها 
دارويي   گياهان  از  شده  جدا  زيستي  فعال  تركيبات  مهمترين 

) ضد).  Shweta et al., 2013هستند  سرطاني  تركيب 
آلو  هوموهارينگتونين سرخدار  گياه   Cephalotaxus(  توسط 

fortune Hook.(  .است گروه  اين  از  پتانسيل    مثالي  وجود  با 
تركيبات   توليد  در  دارويي  گياهان  جديد،  ضدبالاي  سرطاني 

نور،   تابش  كيفيت  و  ميزان  خاك،  حاصلخيزي  مانند  عواملي 
جهت   گياهان  از  استفاده  طولاني  كشت  دوره  و  فصلي  وابستگي 

محدوديت با  را  زيستي  فعال  تركيبات  ساخته توليد  همراه  هايي 

) گياهان  هب).  Yang et al., 2018است  انقراض،  خطر  علاوه 
برداشت دنبال  به  را  منطقه  يك  تهديد  بيهاي  دارويي  رويه 

با  بهكند.  مي تخمدان  سرطان  درمان  دوره  يك  در  مثال  عنوان 
قطع   به  نياز  تاكسول  سرخدار   ٦٠-١٠٠درخت    ٦تركيب  ساله 

  ).Nasiri-Madiseh et al., 2010( است
هاي مختلف گياه  بافتن در  هاي ساكميكروارگانيسمها  اندوفيت   

واسطه دوره تكامل طولاني با  هشامل ريشه، ساقه و برگ هستند. ب
بسياري  نموده و داراي  برقرار  ميزبان خود رابطه همزيستي  گياه 
دريافت   با  ميزبان  گياه  با  مشترك  متابوليكي  مسيرهاي  از 

اين   هستند.  گياه  از  ژنتيكي  توليد  مسميكروارگانياطلاعات  با  ها 
با  تر گياه  مقابله  براي  زيستي  فعال  هاي  مسميكروارگانيكيبات 

خوار به گياه ميزبان خود سود  زا، حشرات و جانوارن علفبيماري
حدود  مي در  دنيا    ٨٠٠٠٠رسانند.  در  امروزه  دارويي  گياه  گونه 

توانند ميزبان چندين  شناخته شده است. اين گياهان هركدام مي
باشند. م  سميكروارگاني جداسازي   اندوفيت  اينكه  به  توجه  با 
مورد اكوسيستماز  ها  مسميكروارگاني شده  شناخته  كمتر  هاي 

توانايي   ارزيابي  است،  متابوليتاندوفيتتوجه  توليد  در  هاي  ها 
ثانويه مانند تركيبات ضد سرطاني مهم است. امروزه نقش برخي  

 هاي ثانويه منسوب به ها در توليد متابوليتميكروارگانيسماز اين  
گياهان دارويي به تنهايي و يا در همكاري با گياه به خوبي نشان  

سرطان  انواع  درمان  براي  كه  كامپتوتسين  است.  شده  هاي  داده 
ب روده  و  تخمدان  ميهپستان،  تركيبات  كار  از  مثالي  - ضدرود 

 ,.Pu et alهاي اندوفيت است (سرطاني توليد شده توسط باكتري

2015; Seca & Pinto, 2018 .(  
افدرا از گياهان پرسابقه در طب سنتي و از جمله فلور طبيعي    

بررسي است.  ايران  از  وسيعي  نواحي  و  در  شيميايي  هاي 
فارماكولوژي مختلفي بر روي اين گياه صورت گرفته است. در اين  

قبيل  گزارش  از  مختلف  زيستي  فعال  تركيبات  حضور  ها 
ترپنوئيدآلكالوئيد فلاونوئيدها،  و  نشاها  استها  شده  داده   ن 

)Corina et al., 2019.(   حاضر با هدف    از اين روي در پژوهش
ضد تركيبات  باكتريشناسايي  از  جديد  اندوفيت  سرطاني  هاي 

ها در مهار تكثير و  ها جداسازي و توانمندي آن گياه افدرا، باكتري
سلولزنده ردهماني  مري    هاي  سرطان  با    KYSE-30سلولي 

 .انجام شد MTT استفاده از آزمون
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  ها مواد و روش   
 جمع آوري گياه افدرا 

و    .E. intermedia Schrenk & C.A.Meyگياهان دارويي      
E. foliata Boiss. ex C.A.Mey.   استان خراسان رضو  ي،از 

جغرافيايي   موقعيت  با  عارفي   :N: 360731.9-Eروستاي 

و  جمع   593148.1 دانشكده  متخصصان    توسطآوري  هرباريوم 
). شماره  ١علوم دانشگاه فردوسي مشهد تعيين گونه شدند (شكل  

  است. ١٣٠٠٨و  ١٣٠٠٩به ترتيب  اين نمونه ها يكد هرباريوم
 ي گياهي هااستريل سطحي نمونه 

نمونهبه       ابتدا  سطحي،  كردن  استريل  آب  منظور  با  مقطر  ها 
مدت   به  سپس  شدند.  شستشو  اتانول    ٥استريل  با    ٧٠دقيقه 

درصد شسته و در نهايت به منظور   ٥ژاول  دقيقه با آب  ٣درصد و  
گرديد   استفاده  استريل  مقطر  آب  از  نهايي  شستشوي 

)Preveena & Bhore, 2013.(  
 هاي گياهي سازي نمونه آماده 

با     ايران)  تجهيز،  (ژال  ميكروبي  هود  زير  تيغ    در  از  استفاده 
ساقه قسمتاستريل  به  نظر  مورد  گياهان  يك  هاي  كوچك  هاي 

سابيدن  سانتي جهت  استريل  هاون  از  و  شده  داده  برش  متري 
به  همچنين  گرديد.  استفاده  گياهي)  قطعات  شدن  منظور (خورد 

نمونه  خها  يكنواخت شدن  از قطعات گياهي  هر گرم  ازاي  رد  در 
به   ١/٧برابر با  pHبا  فسفات استريلليتر بافر نمكي ميلي  ٩شده، 

    هاي آزمايش افزوده شد.لوله 
  هاي اندوفيت جداسازي باكتري 

از تهيه سري رقت     از بافت گياهي يكنواخت پس  هاي مختلف 
ها بر روي ميكروليتر از اين رقت   ١٠٠شده (هموژن شده) مقدار  
 Zinniel etنوترينت آگار تلقيح شد (  پليت حاوي محيط كشت

al., 2002.(  گراد درجه سانتي  ٣٠هاي كشت در انكوباتور  محيط
ايران) گستر،  آزما  شدند.   (پارس  نگهداري  ماه  يك  مدت  به 

پليتهاي خطي پيشده با كشتهاي تشكيلكلني در  هاي  درپي 
خالصسانتي  ٦ جدايهمتري  شدند.  بر  سازي  آمده  بدست  هاي 

خصوصيات   كلني،ريختاساس  رنگ  و  شكل  شكل    شناختي، 
آزمون برخي  و  اكسيداز،  ميكروسكوپي  (كاتالاز،  بيوشيميايي  هاي 

هاي هيدرولازي) مورد بررسي اوليه قرار گرفته  اندول، توليد آنزيم
  و انواع غير تكراري براي مراحل بعد انتخاب شدند. 

 هاي اندوفيت ها از باكتري استخراج متابوليت 

تلقيح و به    ) TSBها در محيط كشت تريپتيك سوي براث ( سويه     
دور   ٧٢مدت   با  چرخان  انكوباتور  در  نگهداري   ١٥٠  rpm  ساعت 

  ، انگلستان) MSEشدند. مايع رويي كشت با استفاده از سانتريفيوژ ( 
دقيقه جدا و به آن حجم مساوي حلال    ١٥به مدت    ١٠٠٠٠با دور  

، امريكا)  Labtechكلروفرم افزوده شد. در نهايت از دستگاه روتاري ( 

گراد به منظور تقطير حلال در شرايط خلأ  درجه سانتي   ٤٠  با دماي 
عصاره  استخراج  عصاره   و  گرديد.  استفاده  با  ميكروبي  حاصل  هاي 

  . ، آلمان) به پودر خشك تبديل شدند Christكمك فريز دراير ( 
سلولي   رده  روي  بر  اندوفيت  هاي  سويه  مهاري  اثرات  ارزيابي 

 ) KYSE-30سرطان مري ( 

هاي اندوفيت از رده  يابي اثرات ضد سرطاني سويهبه منظور ارز    

  . استفاده گرديد  KYSE-30سلولي سرطاني مري 
 KYSE-30 سلولي سرطان مري كشت رده 

رده      اين  از محيط كشت براي كشت    RPMI 1640  ي سلولي 
سلول  FBS  درصد   ١٠حاوي   و  شد  انكوباتور  استفاده  در    ٣٧ها 

نگهداري شدند. پس از   2CO  درصد  ٥گراد با مقدار  درجه سانتي
ها در صورت نياز محيط كشت  بررسي روزانه وضعيت رشد سلول

-KYSEهاي رده سلولي  بار در هفته تعويض گرديد. سلول   ٣-٢

در    EDTA  –درصد تريپسين    ٢٥/٠و غلظت    ١:٣با نسبت    30
 ).  Shi et al., 2018مولار پاساژ داده شدند ( ميلييك 

 ت اندوفيت ها بررسي اثر ضد سرطاني متابولي

از شمارش سلول      نئوبار،    KYSE-30  هاي پس  لام  از  استفاده  با 
ظروف    ١٠٠٠٠تعداد   در  در  خانه   ٩٦سلول  و  گرديد  كشت  اي 

دماي  با  ميزان    ٣٧انكوباتور  با  سانتيگراد  به    2CO  درصد   ٥درجه 
غلظت   ٢٤مدت   شد.  انكوبه  عصاره ساعت  از  مختلف  هاي  هاي 

ار مناسب از پودر خشك شده در آب  ميكروبي كه با حل كردن مقد 
ميكرومتر استريل گرديده بود، به محيط    ٠/ ٢٢تهيه و با كمك فيلتر 

افزوده شد. از تيمار آب مقطر استريل  KYSE-30 هاي كشت سلول 
،  ٢٤ها در فواصل زماني  ماني سلول زنده عنوان كنترل استفاده شد.  به 

م   ٧٢و    ٤٨ اين  به  گرفت.  قرار  ارزيابي  مورد    ٢٠نظور  ساعت 
از چاهك   MTT  ميكروليتر رنگ  هريك  مدت  به  به  و  افزوده    ٤ها 

رويي  سانتي درجه    ٣٧ساعت در   محلول  نگهداري شد. سپس  گراد 
چاهك  از  يك  مقدار  هر  و  شده  ريخته  دور    ميكروليتر   ١٥٠ها 

DMSO   افزوده شد. در به آن از دستگاه الايزا    ها  استفاده  با  نهايت 
نانومتر ميزان جذب    ٥٤٠موج  در طول   ، امريكا) Awarenessريدر ( 
و  اندازه ها  چاهك  سلول زنده گيري  رابطه  ماني  از    شد   محاسبه   ١ها 

 )Maheswarappa et al., 2013 .( 
    = (%)V: ١رابطه 

AT  =  ميزان جذب تيمار       
 AC=  ميزان جذب كنترل حلال  

V= درصد زنده ماني سلول 

 50IC مقادير ٦افزار گرف پد پريسم  در انتها با استفاده از نرم
 Dengپاسخ) ترسيم شد ( -محاسبه و نمودار نيمه لگاريتمي(دوز

et al., 2013 .(  
 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
nb

r.
8.

2.
95

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

14
00

.8
.2

.1
.2

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

ys
te

m
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
4-

16
 ]

 

                               3 / 9

http://dx.doi.org/10.52547/nbr.8.2.95
https://dorl.net/dor/20.1001.1.24236330.1400.8.2.1.2
https://system.khu.ac.ir/nbr/article-1-3378-en.html


 Ghiasvand et al. Inhibition of esophageal cancer cells proliferation                      هاي سرطان مري                       مهار تكثير سلول و همكاران. غياثوند

 

98/٩٨ 

 

   

 
  . ١٣٩٦عكس: علي اصغر بصيري  .روستاي عارفي - جمع آوري شده از استان خراسان رضوي افدرا فولياتا .Bو  افدرا اينترمديا .Aگياهان دارويي  -١شكل 

Figure  1. Medicinal plants studied, A. Ephedra intermedia and B. Ephedra foliate collected from Khorassan Razavi 
Province, Iran -Arefi village. Photo by A.A. Basiri 2017.   

  
  هاي اندوفيت شناسايي مولكولي باكتري 

با    منتخب  سويه  روش  شناسايي  با  سلولي  سميت    بيشترين 
 DNA  انجام شد.  16S rRNA  يابي ژنتواليي بر مبناي  مولكول

سيناژن، ايران) استخراج گرديد. (   DNAژنومي با كيت استخراج  
ژن عمومي  16S rRNA  تكثير  آغازگرهاي  از  استفاده  و    27Fبا 
1492R  زنجيره واكنش  محصولدر  و  انجام  پليمراز   PCR  اي 

از خلوص روي ژل آگارز   اطمينان  بارگذاري  ١جهت  شد.    درصد 
تعيين توالي ژن توسط شركت ماكروژن كره جنوبي انجام گرديد.  

توالي  توالي با  پايگاهحاصل  در  موجود  -Ez  و  NCBI  هايهاي 

Biocloud  آن فيلوژني  ارتباط  و  باكتري  مقايسه  ساير  هاي  با 
الگويشناخته  از  استفاده  با  و   Neighbour-joining  شده 

 ). Kumar et al., 2016ترسيم گرديد ( ٦افزار مگا نرم

  

 نتايج    

  هاسازي اندوفيت جداسازي و خالص
اين پژوهش تعداد      افدرا    كلني  ٧٠در  از گياه  باكتري اندوفيت 

خطي   كشت  انجام  با  و  ادامه  خالصجداسازي  در  شدند.  سازي 
جدايه ريختخصوصيات   و  شناختي  گرفت  قرار  بررسي  مورد  ها 

از لحاظ شكل ميكر  ٥٤تعداد   وسكوپي و شكل كلني  باكتري كه 
آزمايش ادامه  براي  بودند  اين  متفاوت  نتايج  شدند.  انتخاب  ها 

هاي  جدايهخلاصه گرديده است. از    ٣و    ٢هاي  ها در شكلبررسي
سويه گرم منفي بودند.    ١٤سويه گرم مثبت و    ٤٠دست آمده  هب

و    ٣٨تعداد   مثبت  گرم  منفي    ١٣باكتري  گرم  اي  ميلهباكتري 
ويه گرم مثبت و يك باكتري گرم منفي به شكل س  ٢بودند. تنها  

   كوكسي مشاهده شدند.
جدايه  توانمندي  سلول بررسي  رشد  مهار  در  سرطاني ها    هاي 

KYSE-30  

سويه    كشت  از  متابوليتپس  منتخب،  توليده  هاي  ثانويه  هاي 
غلظت اثر  استخراج و خشك گرديد.  كلروفرم  با كمك  هاي  شده 

عصاره از  ميكروبي مختلف  آزمون  هاي  با  سلولي  رده  روي   بر 
MTT  جدايه تنها  كه  داد  تكثير   A1  نشان  مهار  توانايي 
ردهسلول  مري  هاي  سرطان  بازه  KYSE-30  سلولي  هاي  در 

ساعت پس از تيمار را دارد. ميانگين درصد    ٧٢و    ٤٨،  ٢٤زماني  
سلولزنده دوزKYSE-30  هايماني  لگاريتمي  نيمه  نمودار   ، -

مقادير و  جدول    05IC  پاسخ  در  ترتيب  به  زماني  بازه  سه  ،  ١در 
   .نشان داده شده است ٢و جدول  ٤شكل 

وابسته به غلظت بوده و با افزايش    A1  سرطاني سويهضداثرات     
افزايش يافته  همينغلظت و   طور زمان مجاورت تركيب با سلول 

داري اثرات سميت  معنيطور  بهساعت    ٧٢است. افزايش زمان به  
ميزان غلظت لازم   ).p<0.05( را افزايش داده استسلولي تركيب 

نيز   A1  درصدي عصاره خام سويه  ٥٠كنندگي  مهاربراي قابليت  
ب افزايش زمان كاهش يافته  اين ميزان در زمانطوريهبا  هاي  كه 

  ١/١٢٣و    ٨/١٩٢،  ٤/٣٤٦ساعت به ترتيب معادل    ٧٢و    ٤٨،  ٢٤
 ليتر محاسبه شد. ميليميكروگرم در 

تي     از  سلول پس  جدايه  KYSE-30هاي  مار  عصاره    A1  با 
ريخت  سلولتغييرات  اين  ميكروسكوپ شناختي  از  استفاده  با  ها 

سلول تيمار  گرفت.  قرار  بررسي  مورد  نيز  معكوس  با  نوري  ها 
اندوفيت   باكتري  آن   A1عصاره  شكل  تغيير  حالت  باعث  از  ها 

(شكل  هاي كروي و گرانوله گرديد  ها به سلولطبيعي و تبديل آن
٥.(  

  A1شناسايي مولكولي سويه 
كه  نشان داد    16S rRNA  تعيين توالي محصول واكنش تكثير ژن     

باكتري   A1  جدايه  شباهت    Microbacterium maritypicum  به 
اين سويه با باكتري  هاي شناخته شده نشان  دارد. ارتباط فيلوژنتيكي 

  ). ٦  (شكل   داد اين باكتري به گروه اكتينوباكترها تعلق دارد 
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  .هاي كرويهاي ميله اي، هاشور: باكتريمربع: باكتريها، دست آمده از گياه افدرا. دايره: كل سويهههاي ب شناختي جدايههاي ريخت ويژگي -٢شكل 

Figure 2. The morphological features of the isolates obtained from the Ephedra plants. Circle: whole strains, square: 
rod bacteria, diagonal: spherical bacteria 
 

 
  

اي. مقياس در  ميلهاز چپ به راست: كوكوباسيل، كروي و  جداشده از گياه افدرا. هاي اندوفيتتصاوير ميكروسكوپي رنگ آميزي گرم برخي از باكتري -٣شكل 
  ميكرومتر است.  ٢ها معادل شكل

Figure 3. Gram-staining microscopic images of some endophytic bacteria isolated from the Ephedra plants. From left 
to right: coccobacillus, coccus and bacillus. Bars, 2 μm. 

  
 ساعت. ٧٢و  ٤٨، ٢٤زماني   در بازه A1تيمار شده با عصاره جدايه  KYSE-30هاي ماني سلولزندهدرصد  -١جدول 

Table 1. Viability of KYSE-30 cells treated by strain A1 extract after 24, 48 and 72 hours. 

  ) µg/ml(  غلظت         

  ماني (درصد) زنده
٢٥/٣١  ٥/٦٢  ١٢٥  ٢٥٠  ٥٠٠  ١٠٠٠  ٢٠٠٠  

  ١/٦٥  ٢/٥٣  ٦/٥٢  ٨/٤٩  ٨/٤٨  ٥/٤٥  ٨/٤٣  ساعت ٢٤ 

  ٤/٦٠  ٠/٥١  ٤/٤٨  ٢/٤٧  ٥/٤٥  ٣/٤٢  ٤/٣٣  ساعت  ٤٨

  ٩/٥٤  ٧/٤٨  ٨/٤٤  ٧/٤١  ٦/٤٠  ٠/٣٨  ٤/٣٢  ساعت ٧٢
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ساعت پس از   ٧٢و  ٤٨،  ٢٤هاي زماني در بازه A1 جدايه هاي مختلف عصارهدر غلظت  KYSE-30 هاي ردهپاسخ سلول- نمودار نيمه لگاريتمي دوز -٤شكل 
 ميانگين هستند. ها در هرغلظت به همراه انحراف معيار ازماني سلولزندهها ميانگين سه بار تكرار  تيمار. داده

Figure 4. Semi-logarithmic dose-response diagram of KYSE-30 cells in different concentrations of A1 strain extract in 
the time periods of 24, 48 and 72 hours after treatment. Data is an average of three experiments with the standard 
deviation. 

 

 
 

) و  A( هاي تيمار نشده. سلول A1از عصاره جدايه µg/ml١٢٥ ساعت پس از تيمار با غلظت    ٧٢،  KYSE-30هاي  تصاوير ميكروسكوپ نوري سلول  -٥شكل  
 ). Bهاي تيمار شده (سلول

Figure 5.  Light microscopic images of treated KYSE-30  cells with  strain A1 extract (125 µg/ml) after 72 h. A: 
untreated cells B: treated cells. 
. 

 
  . Neighbour-joiningبا استفاده از الگوي  16s rRNAبر اساس توالي ژني   A1درخت فيلوژنتيكي سويه   -٦شكل 

Figure 6. Neighbour-joining phylogenetic tree of strain A1 based on 16S rRNA gene sequence. 
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   بحث    

از      بسياري  درمان  در  دارويي  گياهان  مهم  نقش  به  توجه 
ميكروارگانيسمبيماري نقش  شناسايي  و  سو  يك  از  هاي  ها 

متابوليت توليد  در  ديگر،  اندوفيت  سوي  از  گياهي  ثانويه  هاي 
اندوفيت  هاي  محققان را بر آن داشته است كه به ميكروارگانيسم

ببهگياهان   براي  جديد  منبع  يك  تركيبات  دهعنوان  آوردن  ست 
تركيبات   مانند  مهم  زيستي  در  ضدفعال  نمايند.  توجه  سرطاني 

اثرات   پژوهش  اندوفيت ضد اين  باكتري   سرطاني 
Microbacterium sp. A1  .از گياه دارويي افدرا نشان داده شد  

استفاده درماني از گياه افدرا با نام ماهانگ در طب سنتي چين    
ف افت  نفس،  تنگي  درمان  يا  شدر  و  خون  به بيار  ادرار  اختياري 

گردد. عمده اين اثرات به توليد تركيبات  سال قبل باز مي  ٥٠٠٠
 Blumenthal & Kingآلكالوئيد در گياه نسبت داده شده است (

گونه1995 روي  بر  پژوهشي  در  حضور ).  افدرا،  مختلف  هاي 
داده  نشان  گياه  اين  در  فلاونوئيد  و  فنوليك  آلكالوئيد،    تركيبات 

تاثيرات   از جمله  اين تركيبات  اثرات زيستي  اخير  شد. تحقيقات 
آنضد (سرطاني  است  نموده  اثبات  را   ,Ibragic & Sofićها 

گونه).  2015 غناي  لحاظ  به  رضوي  خراسان  يكاستان  از   ي اي 
 Ghahremaninejad et(  مناطق با تنوع نسبي بالا در كشور است

al. 2005.(  گي اين  فراواني  به  توجه  در  ابا  و  شماله  كشور  شرق 
متابوليت توليد  در  آن  بالاي  فعاليت  پتانسيل  داراي  ثانويه  هاي 

شناسايي   براي  گياه  اين  مهار  باكتريزيستي،  توانايي  با  هاي 
 هاي سرطاني انتخاب گرديد. سلول

هاي  هاي اندوفيت با توانايي مهار تكثير سلولجداسازي باكتري   
عنوان مثال  بهداده شده است.    سرطاني در چندين مطالعه نشان 

ضد  باكترياثرات  اندوفيت  سرطاني   Crinum(  كرينومهاي 

macowanii Baker( بر روي رده سلولي سرطاني گليوبلاستوما 

)U87MG ملاحظه قابل  مهاركنندگي  فعاليت  و  ارزيابي،   (  
باكتريمتابوليت اين   Sebola etها مشخص گرديد (هاي ثانويه 

al., 2019توانا (ي).  سفيد  ناز  اتانولي  و  آبي  عصاره   Sedumي 

album L.سلول مهار  در  شده  )  داده  نشان  معده  سرطاني  هاي 
) محققان  Meimandi & Yaghoobi, 2019است  اخيرا   .(

اندوفيت باكتري  شاد  LY214 توانايي  درخت  از  شده    جدا 
)Camptotheca acuminata Decne. داروي توليد  در   ،(

اي در درمان كه كاربرد گسترده تسينوضدسرطاني با ارزش كامپت
نمودند  سرطان  گزارش  را  دارد  ريه  و  روده  تخمدان،  رحم،  هاي 

)Pu et al., 2015 باكتري توانايي  توليد  ).  در  اندوفيت  هاي 
گينكلوئيد،  متابوليت ديوسژنين،  مانند  ديگري  زيستي  فعال  هاي 

و  وينهوپرزين،   است. وين بلاستين  شده  گزارش  نيز    كريستين 

گياه  اندوفيت  باكتري  توانايي  نيز  حاضر  مهار    پژوهش  در  افدرا 

  را نشان داد.   )KYSE-30(  تكثير رده سلولي سرطان مري
ميكروارگانيسم    جمله  از  در اكتينوباكترها  رايج  بسيار  هاي 

ب كه  هستند  جمله هطبيعت  از  بزرگ  ژنوم  بودن  دارا  واسطه 
ز فعال  تركيبات  توليد  در  موجودات  اثرات يمهمترين  با  ستي 

ها هستند. تاكنون بيش  سرطان ضد ها و  بيوتيكآنتيدارويي مانند  
اكتينوباكتر  ١٠٠٠٠از   از  زيستي  فعال  بتركيب  آمده  هها  دست 

درصد) از يك    ٧٥است. با اين وجود عمده اين تركيبات (بيش از  
نام  هب  سرده به  است.    Streptomycesخصوص  شده  جداسازي 

كميااكتينوميست  اكتينوميست   بهاي  از  گروهي  گفته به  ها 
آنمي جداسازي  نرخ  كه  سرده شود  جداسازي  نرخ  از  ها 

Streptomyces  مي گروه  اين  اعضاي  از  است.  به  كمتر  توان 
،   Micromonospora،Actinomaduraهاي  سرده

Amycolatopsis  و  Microbacterium    به توجه  با  نمود.  اشاره 
متابوليت به  زيستنياز  فعال  كاهش    يهاي  و  سو  يك  از  جديد 

سرده از  تركيبات  اين  به    Streptomyces  شناسايي  توجه 
گزينهاكتينوميست  عنوان  به  كمياب  جهت نويدهاي  هاي  بخش 

شناسايي تركيبات فعال زيستي جديد در حال افزايش است. در  
باكتري حاضر  فعاليت     Microbacterium sp. A1پژوهش  با 

داروضد گياه  ساقه  از  جداسازي   E. intermedia  يي سرطاني 
مي روي  اين  از  ميكروارگانيسمگرديد.  را  توان  اندوفيت  هاي 

جداسازي  به جهت  جذاب  گزينه  يك  هاي  باكتريعنوان 

  .اكتينوميست كمياب پيشنهاد نمود
بر   Microbacterium  هاي سردهباكتريسرطاني  ضدفعاليت      

ن ملانوما  اسرط  هاي سلولي سرطان روده، سرطان دهانه رحمرده
) است  شده  گزارش  پستان  سرطان   ;Azman et al., 2017و 

Cui et al., 2017 اولين براي  پژوهش حاضر  اين وجود در  با   .(
اثرات   سلوليمهاربار  رده  روي  بر  تكثير    KYSE-30كنندگي 

سرده   اعضاي  شد.  Microbacteriumتوسط  اين   مشاهده  در 
با   داروينمونهپژوهش  گياه  ساقه  از  جدايه    ٥٤افدرا،    يگيري 

باكتري  فراواني  بيشترين  شد.  به  حاصل  مربوط  اندوفيت  هاي 
اندوفيت  ميلههاي  باكتري بود. باكتري  متعلق    A1اي گرم مثبت 

سرده   از به  Microbacteriumبه  نوع  يك  عنوان 
سلولي سرطان  اكتينوميست  تكثير رده  مهار  توانايي  هاي كمياب 

) باعث  KYSE-30مري  و  داشته  را  شناختي ريختغيير  ت ) 
اين باكتري   ٥٠ماني  زندهشد. ميزان  ها  سلول  عصاره خام  درصد 

در    ١/١٢٣ در  ميليميكروگرم  ميزان  اين  شد.  محاسبه  ليتر 
 Rosmarinusمقايسه با اثرات گزارش شده عصاره گياه رزماري (

officinalis L.(  ) μg/mlباكتري  )١٥٠٠٠٠ رنگدانه  و 
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Arthrobacter  )μg/ml  سلولي   )١٣٢١ رده  تكثير  مهار  در 
KYSE-30  قابل  هب است (ملاحظهطور   ,.Afra et alاي كمتر 

2017; Karimi et al., 2017دست آمده در  ه). بر اساس نتايج ب
توسط   زيستي  فعال  تركيبات  توليد  حاضر،  پژوهش 

ميميكروارگانيسم دارويي  گياه  اندوفيت  يك بهتواند  هاي  عنوان 
پاسخگويي به نياز روز افزون به اين تركيبات   راهكار با ارزش براي

  ها باشد. در درمان سرطان
  
  سپاسگزاري   

و   محيطي  و  كاربردي  ميكروبيولوژي  آزمايشگاه  در  پژوهش  اين 
گروه   مولكولي  و  سلولي  حمايت  زيستآزمايشگاه  با  شناسي 

  ) انجام شده است.٣/٣٤٢٩٧دانشگاه فردوسي مشهد (
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