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 Ziziphora)ي کاکوت اهيآهن سنتز شده از گ ديذره اکسنانو ريتاث يبررس

clinopodioidesاورئوس لوکوکوسيپمپ افلاکس استاف يهاژن اني( بر ب 

 

 )Ph.D(* يموريت ميمر ،)Sc.M( انيسجاد يمصطف ديس
 رانيرودهن، ا ،يواحد رودهن، دانشگاه آزاد اسلام ،يشناسستيگروه ز  

 ده يچك
اورئوس مقاوم به دارو است، وجود پمپ  لوکوکوسياستاف هيسو ،يمارستانيب يهاعفونتکننده جادياز عوامل مهم ا يکي هدف:

است. آهن به شکل نانوذرات با فعاليت ضد ميکروبي عليه  ييدارو يهامقاومت جاديدر ا يباکتر نيا يهايي( از تواناnor A) افلاکس
بر  يکاکوت اهيآهن سنتز شده از عصاره گ دينانوذره اکس ريتاث يمطالعه بررس نياست. هدف ا همورد استفاده قرار گرفت هايباکتر

 .باشديم Real-time PCRاورئوس با استفاده از روش  لوکوکوسيژن پمپ افلاکس استاف انيب
و محلول نمک آهن صورت گرفت و با  يکاکوت اهيگ ينانوذرات آهن سبز با استفاده از عصاره اتانول ليتشکها: مواد و روش

و  هانستاربيمااورئوس از  لوکوکوسياستاف يهايهسوشد.  ييشناسا TEMو  SEM يالکترون کروسکوپياستفاده از م
بررسي شد. استخراج   هاهيسو هينانوذرات سبز عل يشد. خاصيت ضد ميکروب يو جداساز يآورشهر تهران جمع يهايشگاهماآز

DNA ،RNA  وcDNA ژن  ينسب انيصورت گرفت و بnorA اورئوس با روش لوکوکوسياستاف يهازولهيدر اReal Time PCR 
 .شد يابيارز

در  يدارتفاوت معنا يرا نشان دادند که از نظر آمار يمختلف انيب ريينانوذره آهن، تغ ريمختلف، تحت تاث يهاهيسو ها:يافته
 يکننده انينشان داد که ب يمختلف، کاهش معنادار يهاهيدر سو norAژن  انيب زاني(. م>05/0Pدارد ) gmkژن  انيبا ب سهيمقا
 .است نظر وردم اهيعصاره گ يضد پمپ افلاکس تيفعال

 يهازولهيمهارکننده پمپ افلاکس در ا کيبه عنوان  يکاکوت اهيسنتز شده از عصاره گ دآهنينانوذرات اکس گيري:نتيجه
 .را دارد يکيولوژيو ب ييدارو عياستفاده در صنا ليو پتانس کندياورئوس عمل م لوکوکوسياستاف
  

 ياهيگ يعصاره ها، Real-time PCR ،پمپ افلاکس ،اورئوس لوکوکوسياستاف ي،کاکوت اهيگهاي کليدي: واژه
 

 مقدمه
 و فردهب منحصر هايدليل ويژگيهنانوذرات آهن ب

 از بسياري توجه مورد متنوع هايزمينه در مختلف كاربردهاي
[. اصلاح محيط زيست و 1،2گران واقع شده است ]ژوهشپ

استفاده در  ع،يصنا در كاربرد مختلف، هايكاهش آلودگي
سنجش پادتن و  ،يدارورسان لياز قب ييدارو ستيز يهانهيزم

 باشدياز جمله اثرات نانوذرات آهن م تيتوسط مگنت يگرماده
پمپ  يهاژن يها[. استفاده از نانوذرات به عنوان مهاركننده1،2]

 جاديدر ا يباكتر نيا يهاييافلاكس )ژن پمپ افلاكس توانا
 يياياست( به بهبود اثر ضد باكتر ييدارو يهامقاومت

 [.3كند ]يكمک م يمعمول يهاکيوتيبيآنت
هاي گوناگوني به منظور سنتز نانوذرات موجود است، روش

اما روش سنتز نانوذرات با استفاده از عصاره گياهان كه سنتز 
سبز ناميده ميشود، يک روش نوين، بسيار ساده، اقتصادي و 

 اي اهانيگ از استفادهدوستدار محيط زيست ميباشد ]4[. 
سازگارتر  ستيها به منظور سنتز نانوذرات، كه زعصاره آن

 ريمس كند،يم ريپذرا امکان نيهستند و سنتز در اندازه و شکل مع
[ و 5كند ]يمدرن اضافه م يوتکنولوژيرا به نانوب يديجد
و  ييايميش يهاروش يسازگار و موثر برا نيگزيجا نيچنهم

[. 6] است ترمناسب نهيو از نظر هز باشديمتعارف م يکيزيف
را به عنوان  يدر برگ، نقش اصل موجود ييايميتوشيف باتيترك

آهن  ديكه به سنتز نانوذرات اكس كنديم فايدهنده اعامل كاهش
  [.7] كنديكمک م ستيز طيسازگار با مح

به انجام سنتز سبز  2017و مادهو در سال  کندنيمان
 Leucas ياهيآهن با استفاده از عصاره گ دينانوذرات اكس

aspera تيخاص يابيدر ارتباط با ارز يو سپس مطالعات 
اند و نشان دادند كه سنتز پرداخته يدانياكسيو آنت اليباكتريآنت

 توانديم Leucas aspera اهيسبز با استفاده از عصاره برگ گ

 29/8/1۳98 تاريخ پذيرش: 24/5/1۳98تاريخ دريافت:    gmail.com93Teimourimaryam@     ۷۶51121۳-021 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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آهن باشد  ديسنتز نانوذرات اكس يبرا يو موثر يروش اقتصاد
و  ييايميش يهاروش يسازگار و موثر برا نيگزيجا نيچنو هم

[. 6] است ترمناسب زين نهيو از نظر هز باشديمتعارف م يکيزيف
سنتز سبز  زين 2017در سال  رولويدر پژوهش كاناگا و كاد

 Lagenaria siceraria اهياز گ ادهآهن با استف دينانوذرات اكس
شده  يابيآن را ارز يکروبيمضد تيو سپس فعال رفتهيصورت پذ
نانوذرات آهن  يکروبيخواص ضد م يمطالعه تجرب نياست. در ا

قرار  ياورئوس مورد بررس لوكوكوسيسنتز شده در برابر استاف
پژوهش نشان داده شده است كه نانوذرات  جيگرفت. در نتا

در  توانديم Lagenaria siceraria اهيآهن سنتز شده با گ دياكس
 [.7] رديمورد استفاده قرار گ يکيولوژيمختلف ب يهابرنامه

 يهوازيگرم مثبت ب يباكتر کياورئوس،  لوكوكوسياستاف
[. 8،9] باشديم زايماريب يهايباكتر نيترو از موفق يارياخت

مقاومت  لياز دلا يکي هيرويبه طور ب هاکيوتيبياستفاده از آنت
 [.9شده است ] انيب يباكتر نيدر ا يکيوتيبيآنت

 لوكوكوسياستاف يمقاومت باكتر يهاسمياز مکان يکي
ز تجمع دارو درون ا يريو جلوگ هاکيوتيبياورئوس به آنت

جمله  از يكه مواد سم باشديافلاكس م يهاسلول، وجود پمپ
 [.10،9كنند ]يخارج پمپ م طيرا به مح کيوتيبيآنت

و منبع  نهيآم يهادياس يافلاكس بر اساس توال يهاپمپ
و از  شونديم يبندميتقس يبه پنج گروه اصل ازيمورد ن يانرژ

 RND (Resistant يهامرتبط با گروه يبه طور موثر ينينظر بال

Nodulation Division) اي MFS (Major Facilitator Super 

Family) روين يانرژ دنكه با آزادكر يبه نحو باشند،يم 
[. 11نقش دارند ] کيوتيبيپروتون، در خارج كردن آنت يمحركه

 لوكوكوسياستاف يافلاكس در باكتر يهاستميس نيتراز مهم يکي
 يهااز پمپ يکيكه  باشديم MFS افلاكس ستمياورئوس، س

 انياست. با كاهش ب norA خانواده، پمپ افلاكس نيمهم ا
 نديموجب بهبود فرآ توانيم هايپمپ افلاكس در باكتر يهاژن

نشان دادند كه  1395و همکارانش در سال  يدرمان شد. كاظم
در  نيپروفلوكساسيو مقاومت به س norA پمپ افلاكس نيب

اورئوس ارتباط وجود دارد، به  لوكوكوسياستاف يهاهيسو
مقاوم به  يهاهيدر كنترل سو norA ژن انيكه كاهش ب يطور

 .واقع شود ديمف واندتيم نيپروفلوكساسيس
 ياهيگ يهاپژوهشگران در تلاش هستند از عصاره امروزه

 اورئوسلوكوكوسياز استاف يناش يهابه منظور درمان عفونت
افلاكس  يهاخصوص مهار پمپهو ب کيوتيبيمقاوم به آنت

 ياثرات ضد پمپ افلاكس يبررس نهياستفاده كنند. در زم
 لوكوكوسياستاف ينيبال يهاهيدر سو ياهيگ يهاعصاره

و  ياست. عزت رفتهيصورت پذ يمختلف يهاپژوهش وس،اورئ
بابونه  اهيعصاره گ يبر رو يبا بررس 1397همکارانش در سال 

 ياثرات ضد پمپ افلاكس يدارا اهيگ نيداشتند كه عصاره ا انيب
به عنوان  توانيرا م اهيگ نيكردند كه عصاره ا شنهاديو پ باشديم
 کيبه عنوان  تينهامهاركننده پمپ افلاكس و در  بيترك کي

 .ارائه داد ييبخش به مراكز داروديام ييمکمل دارو
اثرات ضد ميکروبي  يبا بررس 1391در سال  يموريت

روي چهار سويه مرجع  Teucrium polium عصاره الکلي گياه
سوبتيليس، اشرشياكولي و استافيلوكوكوس اورئوس، باسيلوس 

از  يمشخص هايداشته است كه غلظت انيكلبسيلا پونومونيا ب
روي  يديعصاره اين گياه داراي اثرات ضد ميکروبي مف

ها كم ها با كم شدن غلظت آنو تاثير عصاره باشديم هاريباكت
 .شودمي

اثر  يبا بررس 1396و همکارانش در سال  ييرزايم نيچنهم
بر  Artemisia quttensis مهاري عصاره گياه درمنه از گونه

 به مقاوم هايدر سويه norA روي پمپ افلاكس
داشتند كه  انيب اورئوس استافيلوكوكوس سيپروفلوكساسين

 انگريب جيهستند و نتا norA افلاكس پمپ داراي هاتمامي سويه
 هايسويهبر روي تمامي  A.quttensis آن است كه عصاره گياه

 .، اثر مهاري داردnorA افلاكس پمپ داراي مقاوم
 Ziziphora clinopodioides يبا نام علم يكاكوت اهيگ

. از نقطه نظر باشديم انينعناع رهيو ت Ziziphora متعلق به جنس
كاربرد  يکروبيمضد باتيوجود ترك ليبه دل اهيگ نيا ،يطب سنت

شامل  اهيگ نيا دهندهلي[. مواد مؤثر تشک12دارد ] يفراوان
اسپاتولنول،  لن،يوفيكارو كارواكرول، بتا موليت مونن،يژرماكرن، ل

 باشديم ننيپآلفا و بتا نن،ي، د3منتا يپولگون، پ ترپن،يسسکوئ
[13.] 

 اهيگ باتيترك يبه بررس 2006و همکاران در سال  اُزترک
 اهيگ نيداشتند كه ا انيپرداختند و ب GC توسط دستگاه يكاكوت
مقدار مربوط به پولگون  نيو بالاتر باشديم بيترك 18 يدارا

 تيفعال يدارا اهيگ نيدهنده آن است كه انشان جيو نتا باشديم
 .باشديم يو گرم منف تگرم مثب يباكتر يبر رو يکروبيضد م

نانوذرات آهن  ديتول يپژوهش از روش سبز برا نيا در
را به خطر  ستيز طياستفاده شده است كه سلامت انسان و مح

ساده و ارزان  اريبالا و بس يروش با بازده کيو  اندازدينم
آهن سنتز  دياكس ذرهنانو ريتأث نهيدر زم يااست. تاكنون مطالعه

بر ( Ziziphora clinopodioides) يكاكوت اهيشده از عصاره گ
 ينيبال يهاهيدر سو norAژن پمپ افلاكس  انيب يرو

مطالعه  ن،ياورئوس انجام نشده است. بنابرا لوكوكوسياستاف
 هيجهت ته ديروش جد کيحاضر با هدف سنتز و توسعه 

 يكاكوت اهيگ ياتانول يآهن با استفاده از عصاره دينانوذرات اكس
 انينانوذرات بر ب نيااثرات  نيچنصورت گرفته است؛ هم

 ينيبال يهاهيدر سو norA يپمپ افلاكس يهاژن
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 يياياثرات ضد باكتر ياورئوس به منظور بررس لوكوكوسياستاف
 .دشويم يابيارز هاآن

 
 هامواد و روش

تا  رياز ت يمطالعه تجرب نيا. يريگو عصاره اهيگ يآورجمع
انجام شده است.  يدانشگاه آزاد اسلام تيبا حما 97آذرماه 

با شماره  رانيا يستيز رياز مركز ذخا Z. cliniopodioides اهيگ
شده  يآورجمع ياهيشد. مواد گ هيته 1007299P يوميبار هر

پودر شد  ابيآس لهينمودن و خشک كردن، به وس زيپس از تم
با  يعصاره اتانول هيته يشد. برا ينگهدار ناسبم طيو در شرا

گرم از پودر خشک شده  20مقدار  ساندن،ياستفاده از روش خ
 24مدت از اتانول اضافه نموده و به  تريليليم 80را به  اهيگ

 تيانجام گرفت. در نها يريگساعت عمل هم زدن و عصاره
 37 ياو در انکوباتور در دم ختهيمحلول مورد نظر را در بشر ر

 [.14روز قرار داده تا خشک شود ] 4درجه به مدت 
آهن، با  ديسبز نانوذرات اكس سنتز. نانوذرات آهن سنتز

با  FeCl3.6H2O و محلول نمک آهن ياهياستفاده از عصاره گ
[. ابتدا 18] شوديواكنش انجام م طيمولار به مح 01/0غلظت 

آب مقطر سه بار  تريليليم 20گرم از عصاره خشک شده در  1
 200مقدار  ،يتريليليم 250ارلن  کيحل شد. در  ر،يتقط

شد. محلول عصاره  هينمک آهن ته( M01/0) حلولم تريليليم
اتاق انجام  يد، واكنش در دمابه محلول نمک آهن اضافه ش يآب

 يرنگ حاورهي. سپس محلول تديرنگ حاصل گرد رييو تغ
اتاق  يدر دما کر،يش يساعت رو 1نانوذرات آهن، به مدت 
استفاده شد.  TEM زيآنال يرنگ برارهيقرار گرفت. از محلول ت

 وژيفينانوذرات آهن بعد از سانتر يرنگ حاورهيمحلول ت پس،س
دست آوردن رسوب هو ب rpm 9000 با دور قهيدق20به مدت 

 شده خشک پودر از شوومرحله شست نينانوذرات آهن و چند
 [.15استفاده شد ] SEM زيآنال يبرا آهن نانوذرات
 ييايباکتر يهازولهيا صيکشت و تشخ ،يريگنمونه

 6مطالعه در فاصله حدوداً  نيا در. اورئوس لوکوکوسياستاف
اورئوس  لوكوكوسيمشکوک به استاف ينينمونه بال 100ماه تعداد 

 طيشد و در مح يآورمختلف شهر تهران جمع يهامارستانياز ب
مورد  يها. نمونهديمنتقل گرد شگاهيكشت بلاد آگار به آزما

شده از خون، ادرار، زخم،  يآورجمع يهاشامل نمونه يبررس
كه حداقل به مدت سه  يمارانيها از بنمونه ني.. بودند. او. اشهتر

 يبستر مارستانيب نيا يو بخش سوختگ ICU روز در بخش
اورئوس  لوكوكوسياستاف يهازولهيشد. ا يآورشده بودند، جمع

گرم، كاتالاز، كواگولاز،  يزيآمرنگ يهابا استفاده از تست
DNaseكشت برد پاركر طي، مح (Baird parker agar) ريو تخم 

 ينگهدار يبرا تيداده شدند. در نها يقطع صيتشخ توليمان

 نتينوتر طيدر مح هازولهيا ياز تمام ،يبه مدت طولان هازولهيا
 -80 يو در دما هيته رهيكشت ذخ سروليگل %18 يبراث حاو
 [.15شد ] يدارنگه گراديدرجه سانت

از روش  DNA منظور استخراج به. DNA استخراج
مانده يكلروفرم استفاده شد. به طور خلاصه، به رسوب باقفنل

 زيتامپون ل تريکروليم 600 بيبه ترت هاياز كشت باكتر
 (mM50 Tris-Hcl, pH7.4; EDTA ،13 ميسد تريکروليم 

 K نازيپروتئ تريکروليم 3، (SDS 25%) سولفات ليدودس

(mg/ml20)  گراد يدرجه سانت 60 يآن را در دما واضافه نموده
 تريکروليم 600. در ادامه ميدهيساعت قرار م کيبه مدت 

 هيته 1:24:25الکل )به نسبت  ليزوآمياكلروفرم فنل محلول
شود.  ليتشک نواختکيرنگ  يريفاز ش کيتا  مييافزايشده( م

كرده، دور(  13000 قهيدق 5) وژيفيسانتر را هاسپس اپندورف
. ميكنيمنتقل م ديجد يهارا به اپندورف (يفاز آب) ييبالا ازف
، DNA و به منظور رسوب شوديانجام م گريمرحله دو بار د نيا

 تريکروليم 1/0اتانول سرد و خالص به همراه  يهم حجم فاز آب
در  قهيدق 10و آن را به مدت  ميكنياضافه م (M1) مياستات سد

نموده  وژيفيمورد نظر را سانتر ه. سپس لولميدهيقرار م خچالي
و رسوب استخراج شده را پس از خشک و حل كردن در بافر 

 يابيبه منظور ارز تي. در نهاميكنياستفاده م DNA به عنوان
استفاده  %1الکتروفورز ژل آگارز  استخراج شده، از DNA يفيك

 [.9شده است ]
 PCR واكنش. norA ژن پمپ افلاکس يبرا PCR واکنش

 ييبا برنامه دما norA افلاكسبه منظور وجود ژن پمپ 
درجه  94 يدر دما Initial (denaturation) هياول ونيدناتوراس

درجه  94 يدر دما ونيو دناتوراس قهيدق 5گراد به مدت يسانت
 60 يدر دما (Annealing) اتصال ه،يثان 30به مدت  گراديسانت

 شدن ليمرحله طو ه،ينثا 30به مدت  گراديدرجه سانت

(Extention) هيثان 45گراد به مدت يدرجه سانت 72 يدر دما 
در  قهيدق 10به مدت (Final extention) ييشدن نها ليو طو

 .انجام شد کليس 30 يدر ط گراديدرجه سانت 72 يدما
پمپ افلاكس  دهندهليتشک يهاوجود ژن يمنظور بررس به
اپندورف  بهره  کلري، در دستگاه ترموساnorA يهاژن رياز تکث

 [.15گرفته شد ]
 شيآزما. عصاره يبرا (MIC) يحداقل غلظت مهار نييتع

MIC (Minimum Inhibitory Concentration)  بر اساس
صورت  تيکروپليدر م يسازقيبه روش رق CLSI استاندارد

نانوذرات آهن، مقدار  يهارقت يساز. به منظور آمادهرفتيپذ
-مولر طيمح يسيس 5گرم از پودر نانوذرات آهن در  03/0

حجم  همختلف ب يهاشد و سپس در غلظت قيبراث رق نتونيه
نانوذرات  يکروبيضدم تيخاص ي. جهت بررسديرس يسيس1
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 (Micro-diluation) يمتوال يسازقيرق روش از شدهآهن سنتز

 يهايشد. ابتدا از باكتربار تکرار استفاده  3صورت هب
ساعته  24شده كشت  ياورئوس جداساز لوكوكوسياستاف

 يادر دم (LB) آگار يبارتون ايلور عيكشت ما طيخالص در مح
ها بر يباكتر يهايشد. ابتدا از كلن هيته گراديدرجه سانت 37
 يكشت برداشته شده و به صورت مجزا از تمام طيسطح مح يرو

 ييايباكتر ونيسوسپانس نيبا استفاده از نرمال سال هايباكتر
 مک فارلند ميمعادل ن

 (CFU/mL 810×5/1) يها. به همه چاهکديگرد هيته 
 يکروبياز كشت م تريکروليم 5مقدار  ياخانه 96 تيکروپليم

 نتونيمولره عيكشت ما طيمح تريکروليم 95ها به همراه هيسو
 -µg/mL 100 يهابراث اضافه شد و نانوذرات آهن در غلظت

به عنوان  MIC . مقدارديگرد اضافه هاچاهک يبه تمام 125/3
 .شوديمحسوب م يغلظت مهاركننده رشد باكتر نيتركم

 nor A ژن انيب زيو آنال cDNA ، سنتزRNA استخراج

با استفاده از  RNA استخراج. Real-Time-PCR توسط روش
بر طبق دستورالعمل  ناژن،يشركت س RNA استخراج تيك

، مطابق با كيت cDNA . در ادامه، سنتزرفتيصورت پذ
 Revert AidTM First Strand cDNA Synthesis Kitساخت

(Fermentas) ژن پمپ  انيب يابيارز يانجام گرفت. جهت بررس
با استفاده از  Real-Time-PCR از روش norA افلاكس
، (Applied Biosystem) نيبرگرياس يحاو کسيمسترم

حاصل از  يهاcDNA استفاده شد. در انتها، غلظت انگلستان
، با استفاده از نانودراپ شده از نانوذره ماريت يهايباكتر
و  Master mix (Bioneer) از قيتحق نيشد. در ا يريگاندازه

استفاده  duplicate صورتهب  norA و gmk يهاژن يهامريپرا
 1شامل  تريکروليم 25موارد مورد استفاده در حجم شد. 

 يحاو کسياز مستر تريکروليم cDNA، 5/12 از تريکروليم
SYBR green، 2 رفت و برگشت و  يمرهاياز پرا تريکروليم

 .بود DEPC آب تريکروليم 5/9
 Bioneer exicycler با دستگاهReal Time PCR  واكنش

 95شامل  PCR مورد استفاده در ييانجام شد. برنامه دما 96
به  گراديدرجه سانت 95 قه،يدق 10به مدت  گراديدرجه سانت

بود كه در  گراديدرجه سانت 61 يدما هيثان 40 ه،يثان 20مدت 
 [.16صورت گرفت ] کليس 40

مورد  1طبق جدول  norA و gmk يهاژن يمرهايپرا
 .استفاده قرار گرفت

 
 

 

 

 PCR.مشخصات پرایمرهای مورد استفاده در  .1جدول

Size 
(bp) 

Sequence (5-3) Primer 

112 ATGGTCAAGCCCAGACAGAG norA-F 

112 CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA norA-R 

188 TATCAGGACCATCTGGAGTAGG gmk-F  

188 CATCAACTTCACCTTCACGC gmk-R 

 
از  هاشيمراحل انجام آزما يلازم به ذكر است كه در تمام 

به عنوان كنترل  ATCC25923 اورئوس لوكوكوسياستاف هيسو
 ي( به عنوان كنترل داخلنازيك لاتيگوان)gmk  مثبت و از ژن

 .استفاده شد
مطالعه با استفاده  نيا يآمار محاسبه. هاداده ليو تحل هيتجز

و  ديانجام گرد 16نسخه  SPSS و REST 2009 افزاراز نرم
مورد  (One way ANOVA) طرفه کي انسيوار زيبا آنال جينتا

 يهدف، با روش آمار يهاژن انيقرار گرفت و تفاوت ب يبررس
Tukey‘s HSD post-hoc test و سطح  ديمحاسبه گرد

 .در نظر گرفته شد >05/0P يمعنادار
چرخه  سهيبر اساس مقا Real time PCR يهاداده زيآنال

به رسم نمودار استاندارد  يازيروش ن نيآستانه انجام شد. ا
صورت دو تکرار انجام شد. پس از انجام هها بواكنش هيندارد. كل
افزار ت آمده با استفاده از روش از نرمدسهب Ctواكنش 

Rest2009 ،ΔCt و سپس با  دها محاسبه شهر كدام از نمونه
 زانيم One way ANOVAبا استفاده از متد  SPSS 16افزار نرم
 .ها محاسبه شداز نمونه کيهر  انيب رييتغ

 
 نتايج

 يدييتا يهانانوذرات آهن و تست وسنتزيحاصل از ب جينتا
اتاق بعد از اضافه  يمحلول نمک آهن در دما ياياح واكنش. آن

كردن عصاره خشک شده به محلول نمک آهن صورت گرفت و 
 ساخت دهندهرنگ نشان رييتغ نيكه ا ديرنگ حاصل گرد رييتغ

 TEM زيرنگ حاصل، مورد آنال رهيآهن بود. محلول ت نانوذرات

(Transmission Electron Microscope)  از  بعدقرار گرفت و
، رسوب rpm9000 با دور قهيدق20به مدت  وژيفيسانتر

مرحله شست و شو داده شد و از پودر  نينانوذرات آهن چند
 SEM (Scanning Electron زيآنال يخشک شده آن برا

Microscope) .استفاده شد 
تست  نيا. نانوذرات آهن TEMحاصل از تست  جينتا

كشور  Zeiss-EM10C-100 KVمدل TEMتوسط دستگاه 
نانوذرات  ييانجام شد. شناسا کيپترون يآلمان در شركت د

( انجام شده، TEM) يعبور يالکترون کروسکوپيآهن كه با م
نانوذرات آهن  نيانگينشان داده شده است. اندازه م 1در شکل 

 نانومتر بود.  23/23سنتز شده 
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 (TEM)عبوری الکترونی میکروسکوپ با آهن نانوذرات شناسایی. 1شکل 
 
تست  نيا. نانوذرات آهن SEMحاصل از تست  جينتا

انجام  کيپترون يكشور آلمان در شركت د SEMتوسط دستگاه 
ارائه شده است كه  2در شکل SEMحاصل از تست  جيشد. نتا

 باشد.يم ينانوذرات كرو يباشد كه شکل ظاهريم نيا انگريب
 

 (SEM)روبشی الکترونی میکروسکوپ با آهن نانوذرات شناسایی .2شکل
 
  هاينمونه از هاسازي و تشخيص سويهحاصل از جدا جينتا
 هاسازي و تشخيص سويهمطالعه به منظور جدا نيا در. باليني

ها و شگاهيآزما از نمونه 100 تعداد باليني، هاينمونه از
 ادرار، از هاشد. نمونه يآورشهر تهران جمع يهامارستانيب

 يهاشدند. با استفاده از تست يسازجدا زخم و پوست خون،

 طيمح ر،سالت آگا توليمان طيگرم، مح يزيآمرنگ يکروبيم
نمونه  20بردپاركر، تست كاتالاز، تست كواگولاز، 

 شد. ياورئوس جداساز لوكوكوسياستاف
 DNAاز استخراج  پس. DNAحاصل از تخليص  جينتا

ژنومي از باكتري، به منظور تعيين غلظت و اطمينان از حضور و 
 µl 3همراه با DNAاز  µl5تخليص شده  DNAكيفيت 

Loading buffer  الکتروفورز گرديد كه  %1بر روي ژل آگارز
در ژل نشان دادند. ها غلظت و كيفيت مناسبي را اكثر نمونه

بنفش، درجه  ماوراء کتوفتومتريچنين با استفاده از اسپهم
موجود  DNA( و غلظت OD260/OD280=8/1-2) خلوص

 ها تعيين گرديد.در نمونه
وجود ژن پمپ  يمنظور بررس به. norAژن  ريتکث جينتا

اورئوس  لوكوكوسياستاف يهاهيدر سو norAافلاكس 
ژن استفاده شد  نيا ياختصاص يمرهايشده، از پرا يجداساز
 لوكوكوسياستاف هيسو 20 يدر تمام norA(. ژن 3)شکل

 نمونه(. 20شد ) دهياورئوس د
 اهينانوذرات آهن سنتز شده از عصاره گ MIC جينتا
 رياورئوس مثبت تحت تاث لوكوكوسياستاف يهاهيسو. يکاکوت
از نانوذره آهن سنتز شده از  µg/ml  100- 125/3يهاغلظت

 جيساعت قرار گرفتند. نتا 24در مدت زمان  يكاكوت اهيعصاره گ
 50تا  5/12 يمحدوده يمختلف دارا يهاهينشان داد كه سو

 بودند. MICاز  تريليليدر م کروگرميم

 هاینمونه: 12 تا 7 و 5 تا 1 شماره. norA ژن تکثیر نتایج .3شکل

 مارکر: 6 منفی، کنترل: 14 مثبت، کنترل: 13 اورئوس، استافیلوکوکوس

DNA 100 bp+. 

 
 يهاهيدر سو norAژن  انيحاصل از ب جينتا

 از نانوذره subMIC يهااورئوس در غلظت لوکوکوسياستاف
 لوكوكوسياستاف يهازولهيدر ا norAژن  ينسب انيب

مورد مطالعه قرار  Real Time PCRاورئوس توسط روش 
 يهاMIC يمختلف دارا يهاهينشان داد كه سو جيگرفتند. نتا
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 اهينانوذره آهن سنتز شده از عصاره گ ريمختلف، تحت تاث
ژن  انياز ب يمختلف راتييخود تغ subMICدر غلظت  يكاكوت
ژن  انيبا ب سهيدر مقا يدارتفاوت معنا يو از نظر آمار ندداشت

gmk ( 05/0داشتندP<نتا .)يهاژن ريحاصل از تکث جي norA 
شده با نانوذره آهن  ماريت ييايباكتر يهادر سلول gmkو ژن 

 آمده است. 4در شکل  يكاكوت اهيسنتز شده از عصاره گ

 
 باکتریایی هایسلول در gmk ژن و norA هایژن تکثیر نمودار  .4شکل

 .نانوذره آهن سنتز شده از عصاره گیاه کاکوتی با شده تیمار

 
شده، از  يطراح يمرهايپرا تياختصاص نييمنظور تع به
استفاده شده  Real Time PCRذوب حاصل از واكنش  يمنحن

 نشان داده شده است. 5است، كه در شکل 
 يهاهيدر سو norAژن  انيب رييحاصل از تغ جينتا نيچنهم

 آمده است. 6اورئوس در شکل شماره  لوكوكوسيمختلف استاف
ژن  انيب زانيشود ميملاحظه م 6كه در شکل  طورهمان

norA كرده است دايپ يمختلف كاهش معنادار يهاهيدر سو.  
 

 
 gmk ژن و 91/83 دمای در norA هایژن ذوب منحنی نمودار .5شکل 

محور عمودی، نشان دهنده مشتق فلورسنت به مشتق  .33/82 دمای در

 گراد است.دهنده درجه سانتیزمان و محور افقی، نشان

 استافیلوکوکوس مختلف هایسویه در norA ژن بیان نتایج. 6شکل 
 قرار آهن سنتز شده از عصاره گیاه کاکوتی نانوذره تاثیر تحت که اورئوس
 اعداد و دهندمی نشان را ژن بیان میزان عمودی محور اعداد. است داشته
 .دهدمی نشان را هاسویه شماره افقی محور

 
 

 گيريبحث و نتيجه
مقاومت  ليدلا نيتراز مهم يکيشد  انيطور كه بهمان

 لوكوكوسياستاف يهاهيوجود پمپ افلاكس در سو يکيوتيبيآنت
 نيا جاديموثر در ا يهااز پمپ يکيباشد، كه ياورئوس م

 باتي. با استفاده از تركباشديم norAمقاومت پمپ افلاكس 
 انيموجب كاهش ب اي و كرد مهار را هاپمپ نيا توانيم يمهار

 باشنديم ياهيگ يهاعصاره بات،يترك نياز ا يکيها شد. آن
[17 .] 

آهن سنتز شده از عصاره  ديمطالعه، از نانو ذره اكس نيا در
به منظور كاهش ( Ziziphora cliniopodioides) يكاكوت اهيگ
 ينيبال يهاهيدر سو norAژن پمپ افلاكس  انيب

 Real Time PCRاورئوس به همراه روش  لوكوكوسياستاف
 عهمطالعه با هدف سنتز و توس نيا ن،ياستفاده شده است. بنابرا

آهن با استفاده از  دينانوذرات اكس هيجهت ته ديروش جد کي
 ياثرات ضد پمپ افلاكس يابيو ارز يطيمح ستيز يهاروش
norA يكاكوت اهيآهن سنتز شده از عصاره گ دينانو ذرات اكس 
 اورئوس است.  لوكوكوسياستاف ينيبال يهاهيدر سو

 ياثرات ضد پمپ افلاكس يبررس نهيدر زم يمختلف مطالعات
 انجام گرفته است.  ياهيگ باتياسانس و عصاره ترك

 اهياسانس گ يبا بررس 1386ساز و همکاران در سال تيچ
بر  ييايضد باكتر تيفعال يدارا اهيگ نينشان دادند كه ا يكاكوت

و  ي[. عزت18باشد ]يم يگرم مثبت و منف يباكتر يرو
بابونه  اهيعصاره گ يبر رو يبا بررس 1397همکارانش در سال 

 ياثرات ضد پمپ افلاكس يدارا اهيگ نيداشتند كه عصاره ا انيب
به عنوان توان يرا م اهيگ نيكردند كه عصاره ا شنهاديو پ باشديم
 کيبه عنوان  تيمهاركننده پمپ افلاكس و در نها بيترك کي

 يموري[. ت9ارائه داد ] ييبخش به مراكز داروديام ييمکمل دارو
اثرات ضد ميکروبي عصاره الکلي گياه  يبا بررس 1391در سال 

Teucrium polium  روي چهار سويه مرجع استافيلوكوكوس
اورئوس، باسيلوس سوبتيليس، اشرشياكولي و كلبسيلا پونومونيا 
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 اثرات داراي گياه اين عصاره از معيني هاينشان داد كه غلظت
و  ييرزاي[. م14باشد ]يم هاباكتري روي موثري ميکروبي ضد

 درمنهاثر مهاري عصاره گياه  نييبا تع 1396همکارانش در سال 
در  norAبر روي پمپ افلاكس  Artemisia quttensisاز گونه

اورئوس كوس استافيلوكو سيپروفلوكساسين به مقاوم هايسويه
بر روي تمامي  A. quttensis نشان دادند كه عصاره گياه

، اثر مهاري دارد. در norA افلاكس پمپ داراي مقاوم هايسويه
پژوهش با توجه به اثر ضدپمپ افلاكسي عصاره گياه درمنه،  نيا
شده است كه اين عصاره به عنوان گياه بومي در كشور،  شنهاديپ

 [. 17] رديدر صنايع دارويي مورد استفاده قرار گ
گرفت كه  جهيتوان نتيمطالعات م ريسا مطالعه حاضر و در
تواند موجب يم اهانيدهنده عصاره گليتشک باتيترك احتمالاً
پمپ افلاكس  ييكارا تينها شود و در norAژن  انيكاهش ب

norA در  زين يكند. مطالعات دايمختلف كاهش پ يهاهيدر سو
 انجام شده است.  يكاكوت اهيگ باتيترك نهيزم

 اهيگ باتيترك يبا بررس 2006و همکاران در سال  اُزترک
 18 يدارا اهيگ نينشان دادند كه ا GCتوسط دستگاه  يكاكوت

و  باشديمقدار مربوط به پولگون م نيباشد و بالاتريم بيترك
ضد  تيفعال يدارا اهيگ نيدهنده آن است كه انشان جينتا
[. 19] باشديم يگرم مثبت و گرم منف يباكتر يبر رو يکروبيم

 يكاكوت اهيگ باتيترك يبا بررس 2005در سال  يصالح
(Ziziphora clinopodioidesنشان داد كه پولگون جز اصل )ي 

 تيفعال يدارا اهيگ نيو عصاره ا باشديم اهيگ نيعصاره ا
 باشديم يگرم مثبت و منف يهايباكتر يبر رو ييايباكتريآنت
[20 .] 

 ديسنتز نانوذارت اكس نهيدر زم يمطالعات مختلف نيچنهم
 است.  رفتهيصورت پذ اهانيعصاره گ لهيآهن به وس
با انجام سنتز سبز  2017در سال  رولويو كاد كاناگا

و  Lagenaria siceraria اهيآهن با استفاده از گ دينانوذرات اكس
آن نشان دادند كه نانوذرات  يکروبيم ضد تيفعال يابيسپس ارز

 توانديم  Lagenaria siceraria اهيه با گآهن سنتز شد دياكس
[. 7] رديمورد استفاده قرار گ يکيولوژيمختلف ب يهادر برنامه

با انجام سنتز سبز نانوذرات  2017و مادهو در سال  کندنيمان
لئوكس اسپرا  و سپس  ياهيآهن با استفاده از عصاره گ دياكس

و  اليباكتريآنت تيخاص يابيدر ارتباط با ارز يمطالعات
نشان دادند كه سنتز سبز با استفاده از عصاره برگ  يدانياكسيآنت
سنتز  يبرا يو موثر يروش اقتصاد تواندياسپرا م كسلئو اهيگ

سازگار و موثر  نيگزيجا نيچنآهن باشد و هم دينانوذرات اكس
و از نظر  باشديمتعارف م يکيزيو ف ييايميش يهاروش يبرا
با  زين 1396در سال  يو نجف يحداد[. 6] است ترمناسب نهيهز

از گياه  استفادهآهن سنتز شده با  دينانوذرات اكس ريتاث يبررس

دند كه دارچين داراي فعاليت نشان دا نيدارچ ييدارو
وغن موجود در آن داراي خواص اكسيداني بالا بوده و رآنتي
 1393 سال در همکارانش و زارع[. 2] باشدباكتريايي ميآنتي

آهن با استفاده از عصاره  دياكس نانوذرات سبز سنتز انجام با
 کيها عصاره آن اي اهانيكه گ ندنشان داد يرزمار اهيگ يبرگ
و  جاديهستند را ا سازگارتر ستيكه ز يکيولوژيسنتز ب ريمس

 [.5] دكننيرا فراهم م نيامکان سنتز در اندازه و شکل مع
مورد نظر و  اهيعصاره گ ريتاث نييپژوهش پس از تع نيا در

در  norAژن  ينسب انيب اثرات ضد پمپ افلاكس، يبررس
نانوذره آهن  رياورئوس كه تحت تاث لوكوكوسياستاف يهازولهيا

 Real Timeبودند توسط روش يكاكوت اهيسنتز شده از عصاره گ

PCR ژن  انيب زانيمورد مطالعه قرار گرفت. مnorA سهيدر مقا 
كرده  دايپ يمختلف كاهش معنادار يهاهيدر سو gmkبا ژن 

عصاره  يافلاكس ضدپمپ عمل دهندهموضوع، نشان نياست كه ا
 انيب يدر جهت بررس ياست. مطالعات مختلف يكاكوت اهيگ

 است.  دهيبه انجام رس norAپمپ افلاكس  يهاژن
 يفراوان ريتاث يبا بررس 1395و همکارانش در سال  يحداد

 ينيبال يهاهيدر سو norBو  norAپمپ افلاكس  يهاژن
مقاومت  جاديآن در ا ريتاث ياورئوس و بررس لوكوكوسياستاف
و  norAافلاكس  يهانشان دادند كه پمپ نيپروفلوكساسيبه س

norB دارند.  ينقش مهم نيپروفلوكساسيمقاومت به س جاديدر ا
 وميديات MIC  زانيآن است م يدهندهمطالعه نشان نيا جينتا

 جيكه منطبق با نتا كنديم دايكاهش پ CCCPدر حضور  ديبروما
كه  كنديم انيو ب باشديمطالعات انجام شده در گذشته م ريسا

 کيوتيبيمقاومت به آنت جاديپمپ افلاكس مسئول ا
در سال  مکارانشو ه ي[. كاظم2است ] نيپروفلوكساسيس

و مقاومت به  norAپمپ افلاكس  نينشان دادند كه ب 1395
اورئوس  لوكوكوسياستاف يهاهيدر سو نيپروفلوكساسيس

در كنترل  norAژن  انيكه كاهش ب يارتباط وجود دارد، به طور
واقع شود  ديتواند مفيم نيپروفلوكساسيمقاوم به س يهاهيسو

و  انيب يبا بررس 1392و همکارانش در سال  ي[. گودرز8]
مقاوم به چند  ينيبال يهازولهيافلاكس در ا يهاعملکرد ژن پمپ

 Real-timeبه روش  يبامان نتوباكتريدر اس ركلوناليغ يدارو

PCR نشان دادند كه عملکرد  ديبروما وميديتجمع ات شيو آزما
مختلف  يهاکيوتيبيبه آنت تيپمپ افلاكس در كاهش حساس

 1395و همکارانش در سال  ييرزاي[. م21] ددار ياژهينقش و
با استفاده از  norAژن پمپ افلاكس  انيوجود و ب يبا بررس

 يابيبا ارز نيچنو هم Real-time PCRو PCR يهاروش
 نيپروفلوكساسيمقاوم به س يهاهيآن در سو تيفعال

غلظت  نيتراورئوس توسط روش كم لوكوكوسياستاف
مقاوم  يهاهيسو يمنشان دادند كه تما يمهاركنندگ
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 يهاهيپمپ افلاكس فعال بودند و سو يدارا نيپروفلوكساسيس
 يهاهيسو نيچندارند و هم norAاز ژن  يمتفاوت انيمختلف ب

 [.17] باشنديم norAژن از  يبالاتر انيب يدارا زيتر نمقاوم
سنتز شده از  دآهنيمطالعه نشان داد نانوذرات اكس نيا جينتا

به  تواندي( مZiziphora clinopodioides) يكاكوت اهيعصاره گ
 يهازولهيمهاركننده پمپ افلاكس در ا کيعنوان 

 شوديم شنهاديپ ن،ياورئوس عمل كند. بنابرا لوكوكوسياستاف
 اهين گيا باتيترك يستيدر مورد خواص ز يترشيب قاتيتحق

مشخص گردد  ترشيب اهيگ نيا يتا خواص پزشک رديصورت پذ
استفاده  ليپتانس افلاكس، پمپ كنندهمهار بيترك کيو به عنوان 

را داشته باشد  يکيولوژيمختلف ب يهاو برنامه ييدارو عيدر صنا
 يمعرف ييدارو عيبه صنا ييمکمل دارو کيبه عنوان  تيو در نها

 .گردد
 

 تشكر و قدردانی
 سندهيارشد نو ينامه كارشناس انيمقاله برگرفته از پا نيا
واحد رودهن به ثبت  يباشد كه در دانشگاه آزاد اسلام ياول م

 يدانشگاه كه در اجرا يمعاونت پژوهش ياست. از همکار دهيرس
 شود. يم ينموده اند، تشکر و قدردان ياريپژوهش ما را  نيا
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Effects of synthesized iron oxide nanoparticles from 

Ziziphora clinopodioides on expression of the efflux pump 

genes of Staphylococcus aureus  

 
Seyed mostafa sajadian (M.Sc), Maryam Teimouri (Ph.D)* 
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Introduction: One of the important factors causing nosocomial infections is drug-resistant Staphylococcus aureus 

strain, so correspondingly, having norA efflux pump is one of the bacterial's ability to generate drug resistance. Iron 

has been used as a nanoparticle with antimicrobial activity against bacteria. The aim of this study was to investigate 

the effect of iron oxide nanoparticles synthesized from ziziphora plant extract on Staphylococcus aureus efflux pump 

genes expression. 

Materials and Methods: green iron nanoparticles were formed using ethanolic extract of ziziphora plant and iron 

salt solution and identified by SEM and TEM electron microscopy. The Staphylococcus aureus strains were collected 

and isolated from hospitals and laboratories in Tehran. Considerably, Antimicrobial activity of green nanoparticles 

against strains was investigated. DNA and RNA and cDNA were extracted and the relative expression of norA gene 

in Staphylococcus aureus isolates was evaluated by Real-time PCR method.  

Results: Different strains, under the influence of iron nanoparticles, showed different expression changes That 

were statistically significant compared to gmk gene expression (P<0.05). The level of norA gene expression in 

different strains showed a significant decrease, which indicates the anti-pumping activity of efflux pump plant extract. 

Conclusion: the iron oxide nanoparticles synthesized from ziziphora plant extract act as an inhibitor of efflux 

pump in Staphylococcus aureus isolates and have potential for use in pharmaceutical and biological industry. 

 

Keywords: Ziziphora clinopodioides, Staphylococcus aureus, Efflux pump, Real-time PCR, Plant Extracts. 
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