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 های همولنف اکسیدانی وضد باکتریایی پروتیئنآنتیارزیابی فعالیت 

  (Macrobrachium  nipponenes)ای شرق میگوی رودخانه

 
 1616 :پستی صندوق ایران، لاهیجان، اسلامی، آزاد دانشگاه لاهیجان، واحد دریا، بیولوژی گروه :*زادهکریم کتایون 

 و آموزش تحقیقات، سازمان گیلان، استان طبیعی منابع و کشاورزی تحقیقات مرکز شیلات، بخش :زحمتکش عسگر 

 41635-3394 :پستی صندوق ،ایران رشت، کشاورزی، ترویج

 

 1396 تیرتاریخ پذیرش:           1396 فروردین تاریخ دریافت:
 

 چکیده

گرایش به استفاده از ترکیبات  ها،نیز سرطان عروقی و های قلبی وهای طبیعی در پیشگیری از بیماریاکسیدانامروزه با توجه به اهمیت آنتی     

های از آب 1394آوری شده طی بهار سال ای شرق جمععدد میگو  رودخانه 220طبیعی زیست فعال افزایش یافته است. این تحقیق، بر روی 

کمک سرنگ انسولین از ناحیه شکمی انجام شد. پس از صورت مجزا بهماده به های نر وآوری همولنف از جنسدریای خزر صورت گرفت. جمع

چنین سویه باکتریایی مورد  بررسی قرار گرفت. هم 5روی  آگار بر روش انتشار چاهک درها بهها، فعالیت ضدباکتریایی آنجداسازی پروتئین

گیری گردید. ، هیدروکسیل، پراکسید هیدروژن و قدرت احیاکنندگی اندازهDPPHهای های مهار رادیکالاکسیدانی آن  نیز به روشخواص آنتی

 و Vibrio cholerae ogava های  متر در کشت باکتریمیلی 10±14/0و 27/18±2/0ترین هاله بازدارندگی با قطرهای کم ترین وبیش

Escherichia coli داری را نشان دادند های مورد مطالعه اختلاف معنیهای باکتریمشاهده شد. اثر ضدباکتریایی همولنف بر علیه سویه

(05/0p<.) های  ترین فعالیت مهاری رادیکالبیش DPPH100قدرت کاهندگی برای همولنف جنس نر در غلظت  نیز ، هیدروکسیل و 

در همولنف جنس  های آزادترین فعالیت مهاری رادیکالکم دست آمد وهدرصد ب 2/29و  6/57 ،2/88بر با ترتیب برالیتر بهمیکروگرم بر میلی

ماده با یکدیگر مشاهده  جنس نر و قدرت کاهندگی در دو و DPPH داری در میزان فعالیت مهاری که اختلاف معنیطوریهماده ثیت گردید ب

در صورت  ند ورباکتریایی مناسبی برخوردارادیکالی و  آنتی های همولنف از توانایی مهارکه پروتئیننتایج تحقیق حاضر نشان داد  (.p<05/0شد )

 .مکمل غذایی مورد استفاده قرار گیرند تواند جهت مصارف دارویی وکار آزمایی بالینی می
 

 ، قدرت کاهندگیDPPH همولنف، انتشار از دیسک، رادیکال کلمات کلیدی:

 karimzadehkathy@yahoo.co.uk :پست الکترونیکی نویسنده مسئول* 
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 مقدمه
های اخیر توجه زیادی به مطالعه ترکیبات طبیعی و در سال       

پوستان از سخت مهرگان،ها شده است. در بین بیکاربرد دارویی آن

های درمانی پتانسیل بالایی  جهت دستیابی به  مواد طبیعی با ویژگی

(  2007 همکاران، و Kim؛ 2016 ران،و همکا Youqinبرخوردارند )

 خواص ضدمیکروبی، تاکنون، شده انجام بسیاری از مطالعات در کهچنان

و  Kiran) ها شناسایی شده استضد سرطانی  آن اکسیدانی وآنتی

حال هنوز تحقیقات (. با اینTaylor ،2004 و Tincu؛ 2014همکاران، 

ها جهت سلامت آندرخصوص مواد طبیعی استخراج شده و اثرات 

ها در حال تعیین خواص ترکیبات ناشناخته جدید و اثرات سلامت آن

 AMPs:Anti-microbial peptides)ضدمیکروبی) پپتیدهای است. انجام

مهرگان از قبیل از اجزای اصلی سیستم دفاعی ذاتی بسیاری از بی

در برابر هجوم  هامهمی در حفاظت آن نقش که باشندپوستان میسخت

پوستان، (. همولنف سخت2016و همکاران،  Zhao) ها دارندمیکروب

زای های بیماریحاوی پپتیدهای ضدمیکروبی قوی در برابر باکتری

ها، فعالیت ها نقش مهمی در مهار رادیکالانسانی است. این پروتئین

فاگوستیوز  (Melanisationآنیون سوپراکسید دسموتاز، ملانیزه شدن )

(. Taylor ،2004 و Tincu) عهده دارندهگی سلول بو فعالیت کشند

های مهاجم از سیستم گردش پوستان حذف میکروارگانیسمدر سخت

ها )از طریق فاگوستیوز و در نهایت با کشتن خون توسط هموسیت

وسیله فاکتورهای ضدمیکروبی محلول در ههای سلولی( و بمولکول

 (.Chisholm، 2001و  Smithپلاسما انجام شده است )

شناسائی پپتیدهای خطی و حلقوی با خواص سیتوتوکسیک،        

 آنتی هایفعالیت و یونی کانال هایمسدودکننده و ضدمیکروبی

و  Youqin) باشداکسیدانی از موجودات دریایی رو به افزایش می

( مطالعات زیادی درخصوص اهمیت پپتیدهای 2016 همکاران،

اکسیدانی آنتی با خواص ضدمیکروبی، عنوان ترکیباتیضدمیکروبی به

پوستان وجود دارد سیتوکسیک در سیستم دفاعی سخت و

(Soundarapandian ؛ 2014همکاران،  وSmith  وChisholm ،2001  )

هپاتوپانکراس  و پلاسما در اکسیدانیآنتی و ضدباکتری فعالیت کهطوریبه

و  (2008 همکاران، و Veeruraj) Hemarus americanusگونه 

 Carsinus maenasهای هموسیت در خرچنگ ساحلی پروتئین

(. امروزه Aravindhan ،2009 و Rameshkurmarمشاهده شده است )

های آزاد عوارض نامطلوبی را های مرتبط با رادیکالگسترش بیماری

هایی مانند سرطان به بروز بیماری تواند منجردنبال داشته که میبه

(. دستیابی به منابع جدید 2016و همکاران،  Sumalathaشوند )

ها نسبت به ترکیبات اکسیدانی به جهت امنیت بالاتر آنطبیعی آنتی

مصرف غدایی  سنتتزی همواره مورد توجه بوده است. میگوها علاوه بر

خواص متفاوت بیولوژیک نظیر  دارای ترکیبات زیست فعال با انسان،

 M. nipponense شرق ایودخانهر میگوی هستند. اکسیدانیآنتی خواص

غرب کشور یافت  شرق وهای شمالتالاب ها ودر بسیاری از رودخانه

شود. این گونه از جمعیت مناسبی در سواحل جنوبی دریای خزر می

، Chaneو  De'Grave) تالاب انزلی نیز برخوردار است ویژه درهب

رغم برخورداری از اندازه کوچک، به ای علی(. میگوی رودخانه2006

 میگوی به نسبتلحاظ داشتن رشد سریع در مرحله لاروی 

Macrobrachium rosenbergii دمای پایین در فصل زمستان،  تحمل و

، کم شور و شیرین رشوهای لبپروری در آبگونه مناسبی جهت آبزی

تاکنون  کهجایی(. از آن1393 همکاران، )نویریان و رودشمار میهب

های های زیست فعالی پروتیئنروی شناسایی ویژگی ای برمطالعه

های علمی، اطلاعات گزارش باشد و درهمولنف آن در دست نمی

اکسیدانی این های ضدمیکروبی و آنتیجامعی درخصوص ویژگی

با هدف بررسی و شناسایی  تحقیق این ها وجود ندارد، لذاپروتئین

اکسیدانی های مختلف آنتیبا ویژگی خواص مهار رادیکال آزاد

ای شرق های همولنف در دو جنس نر و ماده میگوی رودخانهپروتئین

 برخی برابر ها درضدمیکروبی این پروتئین فعالیت چنینهم انجام شد.

 گرفت. قرار نیز مورد بررسی زاهای بیماریباکتری از
 

 هامواد و روش
 ای ظاهرا  قطعه از میگوی رودخانه 220این مطالعه  در :میگو تهیه       

گرم  8/2±1/0 و میانگین وزنی مترسانتی 7/4±12/0 تقریبی طول با سالم

ها از تالاب انزلی به کمک تله تاشو صید گردید. نمونه 94 طی بهار سال

کوچک خان در رشت  مرکز آموزش شیلات میرزا به آزمایشگاه بیولوژی

 داری گردیدند.با هوادهی کامل نگه مخزندر داخل  منتقل شدند و

همولنف توسط : جداسازی پروتیئن آوری همولنف وجمع       

از سینوس شکمی میگوها، به  26سرنگ انسولین با سر سوزن شماره 

هایی که حاوی در میکروتیوب آوری گردیده وتفکیک جنسیت جمع

سپس سانتریفیوژ  شدند. منتقل بودند، 6/4 برابر pH با سدیم سیترات بافر

انجام گرفت.  Cْ 4دقیقه در دمای  10مدت به rpmهزار  10ها در نمونه

آوری شده و جهت آنالیزهای بعدی در جمع دست آمده،هرویی بمایع

های منظورجداسازی پروتئینداری گردید. بهنگه Cْ 4درجه حرارت 

د. سپس درصد افزوده گردی 75ها آمونیم سولفات همولنف، ابتدا به آن

دقیقه سانتریفیوژ  20 مدتدر به Cْ 4 در دمای rpmهزار 15ها در نمونه

دست آمده توسط نمک بافر استات هشدند سوسپانسیونی از رسوب ب

(. Pazooki، 2014و  Hajirasouli) گردید تهیه (pH=5 با مولارمیلی 50)

سرم   کمک استانداردروش برادفورد بهمقدار پروتئین محلول به

 (. Bradford،1976آلبومین گاوی تعیین گردید )
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خواص ضدمیکروبی : های میکروبی استانداردتهیه سویه       

 Staphylococcusازجمله باکتریایی سویه 5های همولنف روی پروتئین

aureus (ATCC 25923)، Bacillus subtilis (ATCC 465)، 

Escherichia coli (ATCC 25922)،Klebsiella pneumonia 

(ATCC 10031)  وVibrio cholerae ogava (ATCC14035)   مورد

های پژوهش ها از مرکزخالص این باکتری هایگرفت. کشت قرار بررسی

 داری شد.زمان مطالعه در دمای یخچال نگه تا و تهیه ایران صنعتی علمی

روش انتشار چاهک در بررسی فعالیت ضدباکتریایی به       

های همولنف با روش انتشار فعالیت ضدباکتریایی پروتیئن: آگار

 و همکاران، Baure ؛2012و همکاران،  Chodsang) دیسک انجام شد

ها، یک از باکتری هر (. روز قبل از انجام آزمایش، از کشت مادر 1996

( افزوده muller- hinton- Brothمقداری به محیط مولر هینتون برات )

گراد در انکوباتور درجه سانتی 37ساعت در دمای  24مدت گردید و به

مک فارلند.  5/0ها با غلظت داری شدند. سوسپانسیونی باکترینگه

توسط سواب  درصد تهیه گردیده و 85( در نرمالین سالین 5/1 ×810)

صورت چمنی در پلیت حاوی محیط کشت مولر کتان استریل به

ی  استریل توسط پنس هاهینتون کشت داده شدند. بلافاصله  دیسک

از یکدیگر  ها با فاصله مناسب از دیواره واستریل شده بر روی پلیت

میکروگرم بر  50میکرولیتر همولنف )با غلظت  20قرار داده شدند. 

های  ها ریخته شد. از دیسکلیتر( توسط سمپلر روی دیسکمیلی

 و میکروگرم/دیسک( 25) سیلینآموکسی بیوتیکآنتی آماده

عنوان کنترل مثبت استفاده به میکروگرم/دیسک( 10) جنتامایسین

گراد به درجه سانتی 35 -37صورت وارونه در دمای ها بهشد. پلیت

ساعت انکوبه شدند ناحیه مهار شد )هاله عدم رشد( باکتری  24مدت 

 گیری شدند.  توسط کولیس ورینه با دقت اندازه

 Minimum) مهارکنندگی غلظت حداقل گیریاندازه        

inhibitory concentration: MIC)  وحداقل غلظت کشندگی

(Minium bacteridal concentration: MBC) : با استفاده از روش

حداقل غلظت کشندگی  ای، حداقل غلظت مهارکنندگی ورقت لوله

 Riosماده میگو تعیین گردید ) جنس نر و دو پروتیئن همولنف در هر

هر باکتری از یک سری لوله  (. برای هر غلظت و1988 همکاران، و

یک لوله  )یک لوله برای کنترل مثبت، تایی استفاده شد 9آزمایش 

های مختلف(. مانده برای تهیه رقتلوله باقی 7 برای کنترل منفی و

استریل  ها اضافه شد ولیتر محلول نوترینت براث به لولهمیلی 9ابتدا 

پس  پروتیئن همولنف به لوله اول اضافه شد ولیتر از گردید. یک میلی

لیتر از محلول هموژن به لوله دوم اضافه شد میلی 1از هموژن کردن، 

)محیط  جز کنترل مثبتها بهتا لوله هفتم ادامه یافت. به تمام لوله و

میکرولیتر از سوسپانسیون باکتریایی معادل نیم مک  10همولنف(،  و

ساعت در  24های تلقیح شده برای لوله فارلند اضافه شد. در نهایت

ای که در آن هیچ گراد انکوبه شدند. آخرین لولهدرجه سانتی 37 دمای

تعیین مقدار  جهت شد. گرفته نظردرMIC عنوان به نشد مشاهده کدورتی

MBC، ها عدم رشد مشاهده شده بود، مقدارآن در که هاییلوله تمامی از 

محیط  هینتون آگار کشت داده شد. معینی بر روی محیط کشت مولر

گراد درجه سانتی 37ساعت در دمای  24 مدتهای تلقیح شده بهکشت

ترین غلظتی از پروتیئن همولنف که در آن رشد سپس کم شدند. انکوبه

 نظر گرفته شد.در کشندگی حداقل غلظت عنوانمشاهده نشد به باکتری

اکسیدانی کل فعالیت آنتی: اکسیدانی کلآنتی تعیین فعالیت       

( تعیین شد. 1999) همکاران و Prietoروش  پروتئین همولنف براساس

 لیترمیلی 45/7 مخلوط واکنش با محلولی اکسیدانیآنتی معرف تهیه برای

گرم مولبیدات  23/1 و سدیم سولفات گرم 1/0 مولار، 6/0 اسیدسولفوریک

ب مقطر رسانده شده بود، با آ لیترمیلی 250آمونیم که به حجم نهایی 

 ماده( با های نر وجنسلیتر  از  همولنف )میلی 1/0آماده گردید. 

میکرولیتر( توسط معرف  100 و 80،60،40،20های مختلف )غلظت

بلانک  .لیتر رسانده گردیدمیلی 1 اکسیدانی تهیه شده به حجمآنتی

شد. میزان عنوان استاندارد استفاده شامل آب مقطر واسید گالیک به

اکسیدانی فعالیت آنتی نانومتر قرائت گردید و 695جذب در طول موج 

 ها گزارش گردید.حسب درصد با توجه به افزایش جذب نمونه کل بر

میزان قدرت : تعیین مقدار مهار رادیکال پراکسید هیدروژن       

و همکاران  Govindarajan ن با روشمهار رادیکال پراکسید هیدروژ

مولار میلی 10ابتدا محلول پراکسید هیدروژن  تعیین گردید.  (2003)

لیتر میلی 1تهیه شد.  4/7برابر  pHبا PBS ) توسط بافر نمکی فسفات )

 80،60،40،20های مختلف )ماده( باغلظت های نر و)جنس از همولنف

لیتر از محلول پراکسید هیدروژن میلی 2با  میکروگرم برلیتر( 100 و

 عنوان کنترل مثبت استفاده شد.. اسید اسکوربیک بهمخلوط گردید

نانومتر توسط اسپکتروفتومتر  230جذب نمونه در طول موج 

Jenwey, UK) UU-visible) حضور بلانک )فاقد هیدروژن پراکسید(  در

قرائت شد درصد پراکسید  37داری در دمای ْدقیقه نگه 10پس از 

 :گردید( محاسبه 1هیدروژن مهار شده از رابطه )

          2O2Hدرصد مهاری  (=0A/1A-0A×(100 (                    1رابطه )

 باشد.میزان جذب نمونه می 1Aمیزان جذب کنترل،  0Aکه درآن 

فعالیت مهار : تعیین فعالیت مهار رادیکال هیدروکسیل       

(  1997) همکاران و Chungرادیکال هیدروکسیل توسط روش 

 مختلف هایغلظت با همولنف از لیترمیلی 2 شد. گیریاندازه

مولار با  1/0میکروگرم برلیتر در بافر فسفات  100 و 80،60،40،20)

pH لیتر از سولفات میلی 2( به مخلوط واکنشی که شامل 4/7 برابر

لیتر میلی 2/0 مولار،میلی 10با مولاریته  )O2H7, 4FeSO(آبه  7آهن 
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EDTA (10 و میلی )مولار( میلی 10) لیتر داکسی ریبوزمیلی 2/0مولار

لیتر میلی 8/4افزوده شد. حجم نهایی واکنش  توسط بافر فسفات به  

( مولارمیلی 10) هیدروژن مولار پراکسیدمیلی 2/0 شده و سپس رسانده

 1ساعت در تاریکی،  4مدت داری بهپس از نگه به آن افزوده گردید.

همراه تیوباربیتوریک درصد به 8/2کلرواستیک اسید لیتر تریمیلی

دقیقه قرار  10مدت درصد  افزوده شده در حمام آب جوش به 1اسید 

نانومتر قرائت گردید و میزان  532گرفت. میزان جذب در طول موج 

 :تعیین شد (2رابطه ) مهار رادیکال هیدروکسیل از

    درصد مهاری رادیکال هیدروکسیل  (=0A/1A-0A×(100(    2رابطه )

 باشد. ازمیزان جذب نمونه می 1Aمیزان جذب کنترل،  0Aکه درآن 

 عنوان کنترل مثبت استفاده شد.اسید اسکوربیک به

سنجش فعالیت : DPPHتعیین فعالیت مهار ردیکال آزاد        

  DPPH (1- diphenyl 1-2- Picrylhydrazyl)های آزاد مهار رادیکال

DPPH روش بهShimada ( انجام گرفت. محلول 1992و همکاران )

DPPH  ر از لیتمیلی 1مولار در اتانل تهیه گردید. میلی 1/0با غلظت

لیتر لیمی 1لیتر با  میکروگرم بر 100تا  20 های بینغلظت همولنف با

 دقیقه 30مدت مخلوط گردید. مخلوط در تاریکی به DPPHاز محلول 

دقیقه میزان جذب در  30گراد قرار گرفت. پس از نتیدرجه سا 25در 

 .قرائت گردید  نانومتر توسط اسپکتروفتومتر 517طول موج 

 در و همولنف جایبه اتانول درکنترل، که است ذکر به لازم       

 یت،نها در. شد مولار اتانولی استفادهمیلی DPPH 1/0محلول  بلانک،

 گردید:  محاسبه (3رابطه ) طبق DPPH رادیکال آزاد مهار درصد

  DPPHزادآرادیکال  مهار = درصدA/0A-sA(-1×(100       (3رابطه )

 جذب کنترل  Aجذب بلانک و 0Aجذب همولنف،  Asکه در آن 

 عنوان کنترل مثبت استفاده شد.از اسید گالیک به باشد.می

 19یش ویرا  SPSSها از برنامهجهت آنالیز داده: آنالیز آماری       

گروف ها با آزمون )گلمونرمال بودن دادهدر ابتدا  استفاده گردید.

نالیز از آ، هادلیل نرمال بودن توزیع دادههب اسمیرنوف( تست گردید

قایسه میانگین مقادیر مبرای  (One-way ANOVA) طرفهیک واریانس

جداسازی  میکروبی استفاده شد. جهتضد اکسیدانی وخواص آنتی

 Excel افزارو نرم  %5 آزمونهای همگن از آزمون توکی در سطح گروه

 استفاده گردید.رسم نمودارها ها و پردازش دادهبرای  2010

 

 نتایج 
روش انتشار چاهک در بررسی فعالیت ضدباکتریایی به       

های جدا شده از آزمایش نفوذ انتشاری پروتئین نتایج حاصل از: آگار

آورده  1ای در جدول ماده  میگوی رودخانه همولنف دو جنس نر و

ای در هر دو جنس های همولنف  میگوی رودخانهشده است. پروتیئن

 های ویبریوترین قطر هاله عدم رشد را در برابر باکتریماده، بیش نر و

سروتایپ اگاوا، باسیلوس سوبتلیس و استافیلوکوکوس اورئوس نشان 

اشریشیا کلی به  بسیلا پنومونه وهای کلکه باکتریدادند. در حالی

دهنده اختلاف اند. آنالیز آماری نشانتر بودهپروتیئن همولنف مقاوم

ها در درصد بین هاله عدم رشد در همه باکتری 5دار در سطح معنی

 شاهد بود.  حضور همولنف و
 

های همولنف جنس پروتیئن  رشد عدم هاله قطر میانگین  :1جدول

 هابر میکروارگانیسم (M. nipponense) ایرودخانهماده میگوی  نر و

 باکتری
پروتیئن همولنف 

 جنس نر

 لیتر (بر میلیمیکروگرم   50) 

پروتیئن همولنف 

 جنس ماده

 لیتر(میکروگرم بر میلی  50) 
S. aureus 16/17±0/2 aB 14/28±0/34 bB 

B. subtilis 16/54±0/38 bB 15/45±0/76 bA 

E. coli 12/36±0/26 bC 11/51±0/16 bC 

K. pneumoniae 13/18±0/15 bC 12/43±0/37 bC 

V. cholerae ogava 18/27±0/2 aA 16/38±0/73 bA 

 است. درصد 95 اطمینان سطح در دارمعنی تفاوت دهندهنشان همنامغیر )حروف

 د(ندهنشان می حروف بزرگ اختلاف در ستون را حروف کوچک اختلاف در ردیف و
 

ستفاده امیانگین قطر  هاله عدم رشد  باکتری در اثر  2در جدول        

سیلین و جنتامایسین بر روی بیوتیک آموکسیهای آنتیاز دیسک

اندارد شده است. طبق مقادیر است زای انسانی آوردههای بیماریباکتری

 CLSI  Clinical andموسسه استانداردهای آزمایشگاهی و کلینیکی )

Laboratory Standards Institute:،) های باکتری که داشت بیان توانمی

کلبسیلا پنومونه نسبت به  استافیلوکوکوس، باسیلوس سوتیلیس و

 استافیلو هایباکتری اما بودند. حساس سیلینآموکسی بیوتیکآنتی

 بیوتیکنتیآویبریو کلره آگاوا نسبت به  کوکوس، اشریشیا کلی و

 اوم بودند.جنتامایسین مق

حداقل غلظت  3جدول : MBCوMIC ای روش رقت لوله       

حداقل غلظت کشندگی پروتیئن همولنف  ممانعت کنندگی از رشد و

ظت حداقل غل دهد.ای را نشان میماده میگوی رودخانه در جنس نر و

ممانعت کنندگی و کشندگی مربوط به استافیلوکوکوس اورئوس و 

ترین میزان حداقل غلظت ممانعت بیشباسیلوس سابتیلیس بود. 

ین اثر کشندگی روی ا کنندگی از رشد مربوط به اشریشیا کلی بود و

 باکتری مشاهده نشد.
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 اورئوس، های استافیلوکوکوسباکتری روی بر مختلف هایبیوتیکآنتی حاوی هایدیسک متر(میلی )برحسب رشد عدم هاله قطر میانگین :2جدول

 ویبریو کلره آگاوا سوبتیلیس، اشریشیا کلی، کلبسیلا پنومونه و باسیلوس

 .دهدنشان می ار درصد 95 اطمینان سطح در دارمعنی حروف کوچک غیرهمنام در هر ردیف تفاوت

 

کشندگی غلظت کنندگی از رشد وحداقلغلظت ممانعت حداقل :3جدول

 ایماده میگوی رودخانه های نر وپروتیئن همولنف در جنس

 

و ماده  اکسیدانی همولنف دو جنس نرجهت ارزیابی فعالیت آنتی       

اکسیدانی های آنتیاز ویژگی (M. nipponenseای )میگوی رودخانه

اکسیدانی کل، قدرت احیاکنندگی، مهار رادیکال مختلف )فعالیت آنتی

های پراکسید هیدروژن حذف رادیکال هیدروکسیل و حذف رادیکال

 استفاده شد. (DPPHآزاد 

اکسیدانی آنتی ترین فعالیتبیش: اکسیدانی کلفعالیت آنتی       

میکروگرم  100درصد در غلظت  37میزان  کل در همولنف جنس نر با

میکروگرم  20 در غلظت %1/12 ترین مقدار آن حدودلیتر و کمبر میلی

(. اختلاف 1لیتر از همولنف جنس ماده مشاهده گردید )شکل بر میلی

 اکسیدانی کل همولنف در دو جنسداری در میزان فعالیت آنتیمعنی

 (.>05/0Pثبت گردید ) مختلف هایغلظت در )شاهد( اسیدگالیک با نیز و

های مختلف قدرت احیاءکنندگی غلظت: قدرت احیاءکنندگی       

آورده  2ای در شکل همولنف در دو جنس نر و ماده میگوی رودخانه

در این سنجش قدرت احیای کلرید آهن سه ظرفیتی به  شده است.

شود. همولنف در جنس نر از گیری میاندازهظرفیتی  کلرید آهن دو

 باشد.تری نسبت به جنس ماده برخوردار میقدرت احیاکنندگی بیش

دو جنس مشاهده شد.  داری بین اسید اسکوربیک هراختلاف معنی

 (.>05/0Pهای مختلف در همولنف مشاهده شد )در غلظت

 

 

 M.nipponenseای ماده میگوی رودخانه های نر وهای مختلف همولنف جنساکسیدانی کل در غلظتآنتیفعالیت  :1شکل
اعداد ناهمنام  حروف ناهمنام نماینده تفاوت میانگین در هر جنس در تیمارهای مختلف بوده و ،میانگین( ±اعداد بر حسب میانگین سه تکرار بیان شده است )انحراف معیار

 .است ماده در هر تیمار های نر وجنس اختلاف دردهنده نشان
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A1

B2
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c1
d1

C C C2

  هایدیسک

 بیوتیکآنتی

 CLSI باکتری                                         

S. aureus B. subtilis E.coli K. pneumoniae V.cholerae ogava S I R 

 سیلینآموکسی

 (میکروگرم/دیسک 25)
15/32±0/15a 18/62±0/25a 10/74±0/14c 16/56±0/1a 11/5±0/12c 14≤  13-12  11≥  

 جنتامایسین

(میکروگرم/دیسک 10)  
11/15±0/25c 19/10±0/3a 8/30±0/34d 12/85±0/1b 7/76±0/1d 15≤  14-13  12≥  

 باکتری

  پروتیئن همولنف

 )جنس نر(

 پروتیئن همولنف  

 )جنس ماده(
MIC MBC MIC MBC 

 لیتر()میکروگرم/میلی

S. aureus 10 - 5 10 

B. subtilis 5 10 10 - 

E.coli 40 - 20 - 

K. pneumoniae 20 - 10 20 

V.cholerae ogava 10 30 10 20 
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 M.nipponense  ایماده میگوی رودخانه های نر وهای مختلف همولنف جنسقدرت احیاءکنندگی در غلظت :2شکل
اعداد ناهمنام  ناهمنام نماینده تفاوت میانگین در هر جنس در تیمارهای مختلف بوده وحروف  میانگین(، ±اعداد بر حسب میانگین سه تکرار بیان شده است )انحراف معیار

 .است ماده در هر تیمار های نر وجنس دهنده اختلاف درنشان

داری تفاوت معنی: پراکسید هیدروژن کالیمهار راد زانیم       

دو جنس  پراکسید هیدروژن در همولنف دردر میزان مهار رادیکال 

(.  <05/0Pهای مختلف با شاهد مشاهده نگردید )غلظت نر و ماده در

ن جنس از فعالیت مهار رادیکال پراکسید هیدروژ دو هر همولنف در

ل پراکسید برخوردار بودند. اسیداسکوربیک نیز مهار رادیکا بالایی نسبتا 

  .(3شکل درصد نشان داد ) 74هیدروژن برابر 

میزان فعالیت مهار : میزان مهار رادیکال هیدروکسیل       

 درصد بود 81رادیکال هیدروکسیل توسط اسید اسکوربیک برابر با 

بین همولنف جنس  میزان این ویژگی آنتی اکسیدانی در (. در4)شکل

لیتر تفاوت میکروگرم بر میلی 100 و 20های ماده در  غلظت نر و

 (.>05/0Pمشاهده گردید )داری معنی

 
 M.nipponenseای ماده میگوی رودخانه های نر وهای مختلف همولنف جنس: مهار رادیکال پراکسید هیدروژن در غلظت3شکل

 نماینده تفاوت میانگین در هر جنس در تیمارهای مختلف بوده وحروف ناهمنام  میانگین(، ±اعداد بر حسب میانگین سه تکرار بیان شده است )انحراف معیار

 ماده در هر تیماراست. های نر وجنس دهنده اختلاف دراعداد ناهمنام نشان
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 M.nipponenseای ماده میگوی رودخانه های نر وهای مختلف همولنف جنس:  فعالیت مهار رادیکال هیدوکسیل در غلظت۴شکل

اعداد ناهمنام  حروف ناهمنام نماینده تفاوت میانگین در هر جنس در تیمارهای مختلف بوده و میانگین(، ±اعداد بر حسب میانگین سه تکرار بیان شده است )انحراف معیار

 است. ماده در هر تیمار های نر وجنس دهنده اختلاف درنشان

های مختلف از مقایسه بین غلظت: DDPH مهار رادیکال میزان       

میکروگرم  100)غلظت  ماده، همولنف در جنس نر در دو جنس نر و

همولنف  و کندمقدار قابل توجهی رادیکال آزاد را مهار می لیتر(بر میلی

ترین مقدار درصد مهار میکروگرم کم 20در جنس ماده در غلظت 

داری بین مقادیر (. تفاوت معنی5را نشان داد ) شکل  DDPHرادیکال 

 .>P)05/0)  ماده مشاهده شد مختلف همولنف در دو جنس نر و

 
    M.nipponenseدر غلظت های مختلف همولنف جنس های نر وماده میگوی رودخانه ای   DPPHهای آزاد : فعالیت حذف رادیکال5شکل

اعداد ناهمنام  حروف ناهمنام نماینده تفاوت میانگین در هر جنس در تیمارهای مختلف بوده و میانگین(، ±اعداد بر حسب میانگین سه تکرار بیان شده است )انحراف معیار

 است. ماده در هر تیمار های نر وجنس دهنده اختلاف درنشان

 بحث
که غنی از پپتیدهای  باشندمهرگانی میپوستان ازجمله بیسخت       

 روندشمار میهدرمانی ب اکسیدانی وآنتی فعال، با خواص ضدباکتریایی،

(Ravichandran ،در2010 و همکاران .) ایهمولنف میگوی رودخانه 

M.nipponense بالایی در برابر  اثر ضدمیکروبی نسبتا  دو جنس  در هر

واستافیلوکوکوس  سابتلیس باسیلوس اگاوا، سروتایپ ویبریو هایباکتری

( 2013)و همکاران  Hoqها با مطالعات اورئوس مشاهده شد. این داده
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ها اثر که آنطوریه، شباهت داشت ب(2013)و همکاران  Maharani و

را بر رشد  Doclea cravisو   Scylla serrataهمولنف خرچنگ

اشریشیا کلی گزارش نمودند. فعالیت ضد تر از استافیلوکوکوس بیش

های استافیلوکوکوس ارئوس و سویه میکروبی همولنف را بر ضد

نیز  Macrobrachium rosenbergii استرپتوکوکوس موتانس در میگو

براساس  (.2010 و همکاران، Ravichandran) مشاهده شده شده است

الیت پوستان از فعمطالعات صورت گرفته تاکنون همولنف سخت

های قارچ ها وبالایی در برابر بسیاری از باکتریای ضدمیکروبی نسبتا 

تواند ناشی از برهم زا برخوردار بوده است که این عملکرد میبیماری

ها با اسیدهای آمینه با ویژه پروتئینکنش بین ترکیبات همولنف به

های پاتوژن دارای بار منفی سطح غشای سلول )کاتیوتی( بارمثبت

های نتئیپرو حاضر مطالعه در (.2009 همکاران، و Anbuchezhian) اشدب

خواص ضدمیکروبی قابل توجهی نسبت به  همولنف میگو آب شیرین

که این نتایج با تحقیقات انجام  های مورد آزمایش نشان دادندباکتری

مطابقت  Macrobrachium rosenbergiiشده بر روی همولنف میگو 

های باکتریایی نشان حساسیت مشابهی به سویهها باکتری داشته و

 Mahrani(. اما در مطالعات  2010همکاران ، و Ravichandran دادند )

 ( خواص ضدمیکروبی همولنف خرچنگ عنکبوتی2013و همکاران ) 

) (Doclea cravis های باکتری تر ازهای گرم مثبت کمبرعلیه باکتری

وجود غشای محافظ در اطراف هر حال هگرم منفی گزارش شده است. ب

تواند منجر به حمایت باکتری های گرم منفی میدیواره سلولی باکتری

های حساس داخلی آن در برابر ترکیبات ضدمیکروبی ویژه بخشبه

 (.Pazooki، 2014و  Hajirasouli) گردد

های اخیر اهمیت ترکیبات ضداکسیدان در جلوگیری از در سال       

های مزمن و نیز پیری قلبی عروقی، سرطان، التهابهای بیماری

خوبی شناخته شده است. این ترکیبات قادر به حذف زودرس به

گردند، های آزاد که منجر به تخریب سیستم زیستی میرادیکال

 و Soundarpandian ؛2016 و همکاران، Govindarajalu) هستند

دانی در (. در مطالعه حاضر ترکیبات ضداکسی2014 همکاران،

 قادرند که مولیبدات ششM.nipponense  همولنف میگو آب شیرین

 (VI  ( را به مولیبدات پنج(V)  تبدیل نمایند که اساس سنجش آنتی

 و همکاران Sivaperumalمطالعات  در گیرد.اکسیدانی کل قرار می

اکسیدانی کل در پپتید همولنف خرچنگ   فعالیت آنتی افزایش (2013)

Ocypode macrocera  .در این بررسی نیز  افزایش  مشاهده شده است

اکسیدانی وابسته به غلظت در همولنف جنس نر میگوی فعالیت آنتی

و همولنف در این جنس  مشاهده گردیدM.nipponense  آب شیرین

تری نسبت به همولنف درجنس اکسیدانی بیشاز مقدار فعالیت آنتی

اکسیدانی شده در مقدار فعالیت آنتیماده برخوردار بود. تفاوت آشکار 

تواند ناشی از اختلاف در ماده، می های نر وهمولنف  در میان جنس

، نرخ های آمینه(میزان ترکیبات شیمیایی همولنف )نوع و مقدار اسید

، همکاران و Kiran) متابولیسم، چرخه زندگی و اندازه موجود باشد

 قبیل سوپراکسید کسیدانی ازاهای آنتیکه فعالیت آنزیم(. چنان2014

 پوست گاماروس( در همولنف جنس ماده سختSOD) دسموتاز

(Gammarus pulex) است شده گزارش آن نر جنس از ترکم (Gismondi 

اکسیدانی دیگری که در این های آنتی(. از ویژ گی2012و همکاران، 

بود. اکسیدان تحقیق استفاده شد توانایی احیاءکنندگی ترکیبات آنتی

 2ظرفیتی به آهن  3قدرت احیاءکنندگی همولنف جهت تبدیل آهن 

ظرفیتی و تشکیل رنگ سبز آبی اساس این سنجش است. افزایش 

 غلظت در همولنف خرچنگ افزایش با احیاءکنندگی قدرت

Charybdis lucifera گزارش شده است (Soundarapandian  و

افزایش غلظت در (. در میگوی آب شیرین نیز   2014همکاران، 

همولنف هر دو جنس منجر به افزایش قدرت احیاءکنندگی گردید. 

توان افزایش قدرت احیاءکنندگی همولنف را به خاصیت بنابراین می

 هایگونه از هیدروکسیل هایرادیکال اکسیدانی آن تعمیم داد.آنتی

باشد که در ( میReactive oxygen species) اکسیژنی زاواکنش

ها قادر به تخریب بیولوژیک حضور دارند. این رادیکالسیستم 

شوند متصل می DNAها به باشند، آنهای سیستم زیستی میمولکول

 زایی،سرطان هایدر واکنش DNAو با تخریب و قطعه قطعه نمودن 

و همکاران،  Gismondi) نمایندسلولی دخالت می سمیت زایی وجهش

 میکروگرم 100) میگوی آب شیرین  (. در این مطالعه همولنف 2012

رادیکال هیدروکسیل قابل قبولی نسبت به  فعالیت مهار گرم(بر میلی

بالایی در  مهار  رادیکال هیدروژن نسبتا  اسید اسکوربیک نشان داد.

ثبت شده است. فعالیت  Ocypoda macroceraهمولنف خرچنگ 

نایی آن در تواند نشان دهنده توامهاری مشاهده شده از همولنف می

رسد یک عامل و به نظر می جلوگیری از پراکسیداسیون لیپیدها باشد

و همکاران،  Sivaperumal) های اکسیژنی باشدمهاری قوی برای گونه

 رادیکال پراکسید اکسیدانی  با ویژگی مهار(. فعالیت آنتی2013

و  Ocypoda macroceraوسیله همولنف خرچنگ  ههیدروژن ب

که  مشاهده شده است Doclea cravisهمولنف خرچنگ عنکبوتی 

پوستان در حذف دهنده قدرت بالای همولنف در این سختنشان

؛ 2013و همکاران،  Mahrani) باشدرادیکال پراکسید هیدروژن می

Sivaperumal  ،در این مطالعه نیز میزان حذف (.  2013و همکاران

همولنف میگوی آب شیرین در هر رادیکال پراکسید هیدروژن توسط 

ترین میزان مهار رادیکال پراکسید بود که بیش بالا دو جنس نسبتا 

دست هلیتر از همولنف بمیکرو گرم بر میلی 100هیدروژن  در غلظت 

اکسیدان خوب جهت عنوان آنتیتواند بهآمد. بنابر این همولنف می

 کار رود.  ههای آزاد پراکسید هیدروژن بمهار رادیکال
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اکسیدان قبل های آزاد توسط ترکیبات آنتیمکانیسم حذف رادیکال

یا انتقال  های زیستی از طریق انتقال هیدروژن واز حمله به سیستم

همکاران،   و Sumalatha) باشدهمراه می پروتون انتقال سپس و الکترون

اکسیدانی قادرند با انتقال یک الکترون، ترکیبات آنتی (.2016

راحذف نمایند که از این روش جهت بررسی ترکیبات DPPH رادیکال 

 و شودهم منشا سنتتزی استفاده می ضداکسیدانی با منشا طبیعی و

 اکسیدانی کل در اختیار قرار دهدتواند معیاری از ظرفیت آنتیمی

(Ponnosamy  ،2016و همکاران .) 

پوستان مانند خرچنگ از سخت بسیاری همولنف در       

Callinectes sapidus (Sulmaltha ،خرچنگ  2016 و همکاران )

 در نیز و (2003 همکاران، و Hoq) Scylla Serrataشنی 

 و (2010 همکاران، و Ravichandran) Ocypode macroceraجنس

( توانایی 2015 و همکاران، Priya) Carcinus maenasشنی خرچنگ

 گزارش شده است. DPPH   خوبی برای مهار رادیکال 

 ای در جنس نر ازمطالعه حاضر نیز همولنف میگوی رودخانه در       

تری نسبت به جنس ماده برخوردار قدرت دهندگی اتم هیدروژن بیش

ماده در اهدای  تفاوت مشاهده شده در همولنف جنس نر و باشد.می

تواند متاثر از نرخ فعالیت پایداری رادیکال میاتم هیدروژن جهت 

و  Ponnosamy) ماده باشد جنس نر و متابولیکی متفاوت در دو

که افزایش چنان (.2012و همکاران،  Gismondi ؛2016همکاران، 

افزایش نرخ فعالیت  های سوپراکسید میتوکندریایی وتولید آنیون

زای اکسیژنی در جنس های واکنشدر نتیجه تولید گونه متابولیک و

نسبت به جنس ماده گزارش شده  Carcinus maenasخرچنگ  نر

 (.2015 و همکاران، Priyaاست )

های همولنف با توجه به نتایج حاصل از این مطالعه، پروتئین       

های گرم ای از خاصیت ضدباکتریایی بر علیه باکتریمیگوی رودخانه

ها بالای این پروتئین توانایی نسبتا  گرم منفی برخوردار بودند. مثبت و

نوان یک ترکیب عهرا ب هاآزاد، امکان استفاده از آن هایدر مهار رادیکال

تواند فراهم سازد  می های سنتتزی،اکسیدانجایگزین با آنتی موثر و

تر درخصوص شناسایی که این امر مستلزم مطالعات تکمیلی بیش

یک از اجزای سازننده همولنف بطور مطالعه تاثیر هر ترکیبات موثر و

 جداگانه می باشد.
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