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  چكيده

  

اسفنج ها ساده ترين و قديمي ترين جانداران پرسلولي مي باشند. اين موجودات  فاقد هر گونه ساختار دفاعي 

مكانيكي هستند بنابراين براي حفظ بقا، در طي ساليان متمادي توانايي توليد متابوليت هاي ثانويه ي خود را به عنوان 

ين كاربردهاي متابوليت هاي ثانويه ي اسفنج ها، استفاده از عامل دفاعي شيميايي تكامل بخشيده اند. يكي از مهمتر

 تركيبات شيميايي با خواص بيولوژيك به عنوان دارو مي باشد. 

متري جزيرهنگام توسط غواصي جمع آوري شد.  20تا  15عمق از  در اين تحقيق نمونه اي از اسفنج  با نام علمي           

تزريق شد.  GC/MSبه منظور بررسي تركيبات طبيعي غير قطبي و نيمه قطبي عصاره دي اتيل اتري تهيه شد و به دستگاه 

سپس به منظور بررسي خواص بيولوژيك اثرات سيتوتوكسيك،  ضدباكتريايي، ضدقارچ و ضدويروس مورد بررسي 

  قرار گرفتند.

روي سلول هاي  XTTخواص سيتوتوكسيك عصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري با استفاده از آزمون بررسي 

) انجام گرديد،همان طور كه نتايج نشان مي HUT-78/ C185) و لنفوسيتي (KB/ C152سرطاني اپيدرموييد دهان انسان (

و عصاره متانولي   g/mlµ200) برابر 50IC( دهد عصارة دي اتيل اتري داراي اثرات ممانعت كنندگي از رشد پنجاه درصد

g/mlµ 200 و تركيب تجاري سيتوتوكسيك سيكلوسپورين برابرg/mlµ 275  روي سلول هاي لنفوسيتي مي باشد.عصارة

و تركيب  g/mlµ 375، متانولي g/mlµ 325) برابر 50ICدي اتيل اتري داراي اثرات ممانعت كنندگي از رشد پنجاه درصد (

  روي سلول هاي اپيدرموييد دهان انسان مي باشد.g/mlµ 135وكسيك سيكلوسپورين برابرتجاري سيتوت

) روي سويه هاي Bacterial Broth Dilution Methodsبررسي خواص ضدباكتريايي با استفاده از روش براث(

  subtilisو Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,  Staphylococcus aureus ,باكتريايي گرم منفي و مثبت (
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Bacillus انجام گرديد و ميزان(MIC وMBC  عصاره هاي دي اتيل اتري، متانولي و آبي تعيين گرديد. ميزانMIC  مشخص

روي باكتري  Escherichia coli، mg/ml10در باكتري  mg/ml 20نمود كه عصاره دي اتيل اتري و متانولي با غلظت 

Bacillus subtilis  و در غلظتmg/ml2  روي باكتريStaphylococcus aureus  اثر گذاشته است. حداقل غلظت كشندگي

براي باكتري  mg/ml10و  mg/ml 30برابر  Bacillus subtilis ) عصاره دي اتيل اتري براي باكتري MBCباكتري (

Staphylococcus aureus از خود نشان ندادند.  مي باشد و ساير عصاره هاي روي باكتري ها اثر كشندگي  

و  Candida albicans بررسي خواص ضدقارچ با استفاده از روش ماكرودايلوشنروي سويه هاي قارچ و مخمر

Aspergillus fumigatus انجام گرديد. نتايج حاكي از آن است كه عصاره آبي در هيچ كدام از غلظت ها روي سويه هاي

 mg/ml 5 از رشد قارچ آسپرژيلوس ممانعت نموده و در غلظت mg/ml 5/0قارچ اثرنگذاشته، عصاره متانولي در غلظت 

ز رشد مخمر كانديدا ممانعت ا mg/ml 75/0سبب مرگ قارچ مورد نظر شده است و عصاره دي اتيل اتري در غلظت 

  سبب مرگ مخمر مورد نظر شده است.  mg/ml 5 نموده در غلظت

 MT-2روي سلول  XTTبررسي خواص ضدويروس عصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري با استفاده از آزمون 

ي از رشد پنجاه همان طور كه نتايج نشان مي دهد عصارة دي اتيل اتري داراي اثرات ممانعت كنندگ انجام گرديد،

، و اثر ممانعت كنندگي از رشد پنجاه درصد عصاره متانولي برابر g/mlµ500) برابر 50ICاز رشد ويروس ايدز ( درصد

g/mlµ475 .مي باشد  

  

كلمات كليدي: اسفنج، ضدباكتري، ضدقارچ، سيتوتوكسيك، ضدويروس، عصاره متانولي، عصاره دي اتيل اتري، 

  جزيره هنگام، خليج فارس
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  فصل اول

  

  مقدمه .1

زيست فناوري دريايي يكي از راه هاي توسعه و پيشرفت توليد محصولات جديد از جانداران دريايي مي باشد، 

اين توليدات مي تواند در زمينه هاي متنوع اي مانند سلامت و بهداشت(تركيبات فعال زيستي با كاربرد دارويي)، غذا و 

).يكي از مهمترين Osinga, et al.,1999aصنعتي(سوخت زيستي) كاربرد داشته باشد(انرژي(آنتي اكسيدان ها) و انرژي 

كاربردهاي زيست فناوري دريا، فناوري سرخ مي باشد، كه محصولات اين گروه در پزشكي و تشخيص هاي 

ه در اين زمينه آزمايشگاهي استفاده مي شوند و نام كلي بيوفارما يا زيست دارو به آنها داده شده است. هدف محققيني ك

فعاليت مي كنند آن است كه، متابوليت هاي ثانويه كه در جانداران دريايي  سنتز مي شود را استخراج و پس از انجام 

). هرچند كه اين علم سابقه Blunt et al., 2007bآزمايش هاي باليني آن ها را به صورت دارو در اختيار بيماران قرا دهند(

تركيب طبيعي از جانداران دريايي استخراج و  15000د اما در اين مدت زمان كم نزديك به اي كمتر از سي سال دار

تركيب با خواص دارويي در مراحل آزمايشي پيش باليني و باليني قرار  45شناسايي شده است كه از اين تعداد 

ن دريايي متعلّق به بي مهرگان و در بيشترين تركيبات طبيعي استخراج شده از جاندارا ).Newman and Cragg, 2004دارند(

اين بين اسفنج ها در مقام اول مي باشند.خواص بيولوژيك متابوليت هاي ثانويه در اسفنج هاضدسرطاني، سيتوتوكسيك، 

ضدباكتريايي، ضدقارچ، ضدويروسي،ضد مالاريا، ضدالتهابي، آرام بخش، افزايش مقاومت بدن، شل كننده عضلات، و 

  ). Sipkema et al.,2005...  مي باشد (

يكي از بيماري هاي شايع و علت اصلي مرگ و مير در كشورهاي پيشرفته سرطان است، در سال هاي اخير 

).بررسي هاي شيميايي و Kraljevic et al., 2006دانشمندان براي درمان اين بيماري تلاش هاي بسياري انجام داده اند(
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).پاتوژن Sipkema et al.,2005منبع غني از تركيبات ضدسرطاني نشان داده است(بيولوژيكي درياها و به ويژه اسفنج ها را 

ها (قارچ ها و باكتري ها) يكي از عوامل شايع بيماري زا در سرتاسر جهان هستند، كه با وجود پيشرفت علم و دانش 

هاي اخيرشماربيماران  به طوري كه طي دهه. )Dannaoui et al., 2003همچنان عامل بيماري و مرگ و مير مي باشند(

مستعد به عفونت با ميكروارگانيسم هاي فرصتطلب به طورقابل توجهي دربسياري ازكشورها افزايش يافته است. در اين 

راستا مطالعات بسياري به منظور كشف و بررسي تركيبات ضدقارچ و ضدباكتري از منابع طبيعي انجام مي گيرد و سالانه 

خواص ضد ميكروبي كشف مي شوند، اما از آنجا كه پاتوژن ها نسبت به تركيبات  بسياري از تركيبات جديد با

ضدميكروبي مقاوم مي شوند لذا مطالعه در اين راستا به طور پيوسته ادامه دارد. بررسي خواص ضدميكروبي از منابع 

  دريايي نشان مي دهد كه نقش اسفنج ها در اين زمينه قابل توجه مي باشد. 

يج فارس بستر مناسبي براي زيست بسيار از بي مهرگان مانند اسفنج هاي دريايي مي باشند، هرچند از آنجا كه خل

تا كنون در رابطه با ارزيابي ذخاير آن ها در خليج فارس و درياي عمان گزارشي ارائه نشده است اما مشاهدات غواصان 

با توجه به برنامه هاي موجود در سند راهبردي  حاكي از آن است تنوع و زيست توده اين نمونه در منطقه فراوان است

بيوتكنولوژي كشور و اينكه تاكنون تحقيقات انگشت شماري در رابطه با خواص بيولوژيك متابوليت هاي ثانويه از منابع 

 Dysideaدريايي، اسفنج ها، انجام گرفته است، در اين پژوهش به بررسي خواص بيولوژيك متابوليت هاي ثانويه اسفنج 

spp.  .از جزيره هنگام پرداخته شده است  

  

  هدف از اين تحقيق:

 .Dysidea spp   موجود در اسفنج نيمه قطبي و غيرقطبي (عصاره دي اتيل اتري)شناسايي تركيبات 
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 Pseudomonasو Staphylococcus aureus, Escherichia coli Bacillus subtilis ,بررسي خواص ضدباكتريايي(

aeruginosaه هاي متانولي و دي اتيل اتري اسفنج ) عصارIrcina spp. هاي تجاري بيوتيك مقايسه آن با آنتيو 

)عصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري اسفنج Candida dubliniensisو .Aspergillus sppبررسي خواص ضدقارچ ( 

Ircina spp.   با داروهاي ضدقارچ تجاري مقايسه آن و 

)عصاره هاي متانولي HUT-78/ C185) و لنفوسيتي (KBكارسينوم اپيتليوم دهاني (بررسي خواص سيتوتوكسيك ( 

 با داروهاي تجاري سيتوتوكسيك مي باشد.مقايسه آن و   .Ircina sppو دي اتيل اتري اسفنج 

 مي باشد. .Dysidea sppبررسي خواص ضدويروس ايدزعصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري اسفنج 

  

مطالعه در اين زمينه در آينده اي نه چندان دور منجر به خود كفايي كشور در توليد داروهاي  اميد است تحقيق و

  طبيعي با منشاء دريايي شود. 

  

  

 

 

 

 

  فصل دوم

 

  بررسي منابع علمي .2
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  زيست شناسي و فيزيولوژي اسفنج ها -2-1

 آناتومي و فيزيولوژي اسفنج ها -1-2-1

معدودي از سلول ها مي باشد كه در ماتريكس ژلاتيني به نام مزوهيل،  بدن اسفنج ها شامل مجموعه اي از انواع

مزوگليا و يا مزانشيم قرار گرفته اند. مزوهيل بافت هاي اسفنج را به هم متّصل كرده و توسط عوامل اسكلتي پشتيباني مي 

مام بدن اسفنج ها كانال هايي كه شود. اسكلت در اسفنج ها بسيار متنوع مي باشد و در رده بندي بسيار اهميت دارند. در ت

به  1آب در آن ها جريان دارد وجود دارد، كه اين امر نشان دهنده پيچيدگي در كانال ها مي باشد. كانال ها از طريق منافذ

مشاهده مي گردد، محل ورود آب به داخل بدن اسفنج ها و در نهايت  1-1سمت خارج باز شده، همانطور كه در شكل 

انجام مي گردد و محل خروج آب از طريق منفذي كه نسبتاً بزرگ مي باشد به نام  2ريزي به نام اوستيا از طريق منافذ

4انجام مي گيرد. كانال ها توسط سلول هاي تاژكداري به نام كوآنوسيت 3اسكولوم
  ). Barnes, 1987پوشيده شده اند ( 

را مي توان   7، آمبوسيت ها6، كوانوسيت ها5پيناكوسيت ها  از مهمترين سلول هاي تشكيل دهنده بدن اسفنج ها

  ).1380نام برد (بلوچ، 

  

                                                 
1
 Pores 
٢
 Ostia  

3
 Osculum 

4
 Choanocytes 

5
 Pinacocytes 

6
 Choanocytes 

7
 Amoebocytes 
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 (www.marinespecies.org/porifera/porifera . آناتومي اسفنج (1.2شكل    

  

 

  

  متابوليت هاي ثانويه اسفنج ها - 2-2

 خواص بيولوژيك اسفنج هامتابوليت هاي ثانويه و 

  متابوليت هايي كه در موجودات وجود دارد به دو دسته تقسيم مي شود:

، كه شامل تركيبات ضروري براي رشد و ادامه حيات مي باشد و اساس سنتز ماكرومولكول  8متابوليت هاي اوليه

  هايي نظير پروتئين ها، اسيدهاي نوكلئيك، كربوهيدارت ها و ليپيدها مي باشد. 

                                                 
8
Primary metabolites  
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، مانند متابوليت هاي اوليه براي ادامه حيات ضروري نيستند اما در مسير تكاملي براي ادامه 9متابوليت هاي ثانويه

 ).  Sigmandur, 1999(استبقا از متابوليت ها اوليه مشتق شده 

  

  ي هاي مختلفي دارند: ژتجانداران دريايي براي ادامه حيات و مقابله با ساير مهاجمين و شكارچيان استرا

  ، مانند بسياري از اسفنج ها، مرجان ها، تونيكت ها و....10دفاع شيميايي

، مانند صدف در بسياري از شكم پايان، خار در بسياري از خارپوستان و بريوزوآها، اسكلت 11دفاع ساختماني

  داخلي در مرجان هاي سخت، و اسپيكول در اسفنج ها.

ي دريايي كه توسط بافت ضخيمي كه اطراف بدنشان را احاطه كرده است آن ها ، مانند حلزون ها12بافت سخت

  را از نيش و دندان هاي شكارچيان ايمن نگه داشته.

، جانداراني كه از اين سيستم تدافعي استفاده مي كنند از آنجا كه در بافت خود 13كاهش ارزش غذايي در بافت

بي محسوب نمي شوند؛ مانند تجمع آب در مرجان هاي نرم، كربنات مواد غيرقابل هضم را توليد مي كنند شكار مناس

 ). Chanas and Pawlik , 1995كلسيم در جلبك هاي سبز و قرمز، سلولز در تونيكت ها و كلاژن در اسفنج ها (

ي براي بقا از آن يدر واقع متابوليت هاي ثانويه سلاح شيميايي مي باشند كه اسفنج ها و ساير جانداران دريا

استفاده مي كنند. به عبارت ديگر بررسي هاي انجام شده در رابطه با خصوصيات اكولوژي شيميايي اسفنج ها نشان داده 

اسفنج بر اساس شرايط است كه؛ متابوليت هاي ثانويه در ساير فعاليت هاي حياتي آن ها اثر نداشته و در واقع هر گونه 
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 Secondary metabolites 
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 Chemical defenses 
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 Structural defenses 
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 Tissue toughness 
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 Reduced tissue food value 
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 ,.Thakur et alو  Muller et al., 2004هاي ثانويه انتخاب مي كند    ( ي خاصي را جهت توليد متابوليتمحيطي، استراتژ

2005 .( 

، 14توانايي توليد چنين تركيباتي كه از لحاظ ماهيت شيميايي بسيار متنوع مي باشند و شامل؛ اسيدهاي آمينه

 Bluntمي باشند( 18استرول ها و 17، ترپرونيدها تا آليفاليتك سيكليد پروكسيد16، پورفيرين ها15نوكلئوزيدها تا ماكروليدها

et al., 2007 و Thakur et al., 2005.جانوران و گياهان دريايي را به منبع ارزشمند تركيبات طبيعي تبديل كرده است ،(  

تحقيقات انجام شده نشان مي دهد كه تعداد بسياري از هزاران تركيب استخراج و شناسايي شده (متابوليت هاي  

). به تركيبات شيميايي كه از رشد موجودي مانند باكتري ها، Raviña, 2010ثانويه) داراي خواص بيولوژيك هستند (

روي سطح موجودي ديگر ممانعت نموده تركيبات طبيعي ويروس ها و بسياري از جانداران دريايي نظير بارناكل ها، 

ناسايي تركيبات طبيعي پاك ). تحقيقات بسياري در رابطه با جداسازي و شWahl et al., 1994گويند (مي ّ 19پاك كننده

كننده انجام مي شود و روزانه در بسياري از آزمايشگاه هاي دنيا نتايج جديدي در رابطه با خواص اين تركيبات كشف 

درصد اين تركيبات  50تركيب طبيعي پاك كننده شناسايي شده است كه بيش از  145مي شود، تا كنون نزديك به 

طالعات بسيار زيادي در رابطه با تركيبات طبيعي پاك كننده اسفنج ها انجام گرفته است، متعلق به اسفنج ها بوده است. م

گونه اسفنج كه مورد مطالعه قرار گرفته اند داراي  1000گونه از  100نتايج اين مطالعات نشان مي دهد نزديك به 

   ).Raveendran and Limna Mol, 2009(تركيبات طبيعي پاك كننده مي باشند 

 Kijjoa andاسفنج ها يكي از منابع غني توليد كننده متابوليت هاي ثانويه و تركيبات شيميايي هستند (

Sawangwong, 2004 متابوليت هاي ثانويه شناسايي شده از جانداران دريايي كه داراي خواص  2-1شكل شماره ). در
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 Amino acids 
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 Porphyrins 
17

 Terpenoids to Aliphatic cyclic peroxides 
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 Natural Product Antifoulants,  (NPAs) 
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)، همانگونه كه از اين نمودار  Blunt et al., 2007مشاهده مي گردد ( 2003تا  1965بيولوژيك مي باشند طي سال هاي 

  برداشت مي شود بيشترين متابوليت ثانويه با خواص بيولوژيك به اسفنج ها متعلق است.

ليد چنين تركيباتي دفاع در برابر شكارچيان، مقابله با جانداراني كه روي سطح اسفنج ها قرار گرفته و دليل تو

درصد توده زيستي اسفنج ها را شامل  50حيات آن ها را تهديد نموده و همچنين كنترل باكتري هاي داخلي كه بيش از 

  ). Blunt et al., 2007شده، مي باشد (

 

ي انجام شده نشان مي دهد كه خواص؛ ضدتومور، سيتوتوكسيك، نوروتوكسيك، آزمايش ها و بررسي ها

تقسيم ميتوز، ضدپروتوزوآ، ضدالتهاب، ضدپيري، ممانعت كننده بيماري  هضدباكتري، ضدويروس، ضدقارچ، مهار كنند

  ).Newman and Cragg, 2004آيزايمر، ضد مالاريا از بيشترين خواص بيولوژيك متابوليت هاي ثانويه اسفنج ها مي باشد (
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تا  1965متابوليت هاي ثانويه شناسايي شده از جانداران دريايي با خواص بيولوژيك،طي سال هاي  -2-2شكل 

2003)Blunt et al., 2007.(  

  

  

  تركيبات طبيعي با خواص دارويي اسفنج ها - 2-3

 و داروهاي توليد شده از اسفنج ها 20تركيبات طبيعي -1- 2-3

اين واژه د. اص دارويي دارنومعمولا به مواد شيميايي  طبيعي گفته مي شود كه خ "طبيعي تركيبات "اصطلاح 

چنين ماده اي به عنوان يك محصول طبيعي  .معمولا براي متابوليتهاي ثانويه توليد شده توسط موجودات زنده مي باشد

   ).Sipkema et al.,2005( مي توان آن را تهيه و سنتز كردكه  در نظر گرفته

                                                 
20 Natural Products 



٢٥ 

 

باز مي گردد، در آن زمان از اسفنج  21استفاده از اسفنج ها به عنوان دارو به رم باستان و دوران پزشكي الكساندر

ها در درمان بسياري از بيماري ها استفاده مي شد؛ به عنوان مثال اسفنج را در محلول يدي قرار مي دادند و به عنوان ماده 

د، همچنين از تركيب عصاره اسفنج به همراه عصاره هاي گياهي به عنوان ماده منعقد كننده خون استفاده مي كردن

بيهوشي استفاده مي شد. از ديگر كاربردهاي اسفنج ها در آن زمان اين بود كه اسفنج را در شراب خالص قرار داده و 

درد بيمار التيام پيدا براي افرادي كه بيماري قلبي داشتند به صورت مرهم در قسمت سمت چپ سينه مي گذاشتند تا 

كنند، اسفنج را در ادرار مي گذاشتند و از عصاره آن در درمان سم زدگي استفاده مي كردند! در رابطه با كاربرد دارويي 

اسفنج ها در زمان رم باستان بسيار نقل شده است كه به طور كلي مي توان به درمان گرمازدگي، مرهم زخم، شكستگي 

 ). Sipkema et al.,2005( ، معده درد، بيماري هاي عفوني و سرطان بيضه اشاره نموداستخوان، خيز و يا ورم

از پودر خشك نوعي اسفنج آب شيرين به  24و پزشكان لهستاني 23، روسي ها22ني هاي، اوكرا18در اواخر قرن 

استفاده مي كردند، امروز نمونه اي عنوان دارو براي درمان بيماران ريوي و يا بيماراني كه از ناحيه پا آسيب ديده بودند 

با نام   معروف است  و تركيبي از چند نوع اسفنج آب شيرين 25فوق كه به عنوان پودر اسفنج روسي جديد از نسل داروي

) مي باشد توليد مي Carterius stepanowi و  Euspongilla lacustris, Ephydatia fluviatilis, Spongilla fragilisهاي علمي ( 

اين دارو به شكل پودر است كه در محل آسيب ديده ماليده مي شود و در التيام جراحات بسيار مفيد مي باشد، بايد  ود،ش

  ).Sipkema et al.,2005( توليد هيچيك از داروهاي فوق بر پايه علمي نبوده است.اين نكته را مد نظر قرار داد كه 

26موجودات دريايي توسط ريچارداولين استخراج بر پايه علمي از تركيبات طبيعي 
با آزمايش  1907در سال   

روي بيماري  27روي اسفنج حمام انجام گرديد، پس از آن بررسي خواص بيولوژيك عصاره استخراج شده را روگر

                                                 
21

 Alexandraian physicians 
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 Ukarainian 
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Russian  
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Polish physicians  
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 Badiaga Russian 
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Richter   
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گواتر انجام شد، كه جلوگيري از رشد و پيشرفت بيماري را مشاهده نمود. مطالعات گسترده تر و جامع تر در مورد 

انجام  كارائيباز درياي  Cryptotethya cryptaبا مطالعه روي گونه  1949در سال  28ا توسط فنسي و برگمناسفنج ه

 ,.Thakur et al گرديد، بدين ترتيب اولين قدم هاي زيست فناوري دريايي با هدف توليد دارو پايه گذاري شد (

  ).Bergmann and Feeney, 1950و2004

ايي ابداع روش هايي به منظور توليد فرآورده هاي جديد از جانداران دريايي يكي از اهداف زيست فناوري دري

مانند؛ فرآورده هايي به منظور كمك به حفظ سلامت و درمان (تركيبات فعال زيستي با كاربرد دارويي)، غذا و تغديه 

  ). Osinga et al., 1999aصنعتي (آنتي اكسيدان ها) و انرژي صنعتي (سوخت زيستي) است (

  

در عصر حاضر تركيبات طبيعي نقش بسيار زيادي در علوم پزشكي و دارويي ايفا مي نمايند، در اين ميان نقش  

تركيبات طبيعي با منشاء دريايي در سال هاي اخير بسيار حائز اهميت مي باشد. به نظر مي رسد وجود تركيباتي با ساختار 

جانداران دريايي، آب، چنين ساختارهايي شكل مي گيرد آن ها استروژني و اتم هاي هيدروژن كه به دليل محيط زيست 

. شايد دليل چنين امري اين باشد كه؛ حيات در اقيانوس (Mancini et al.,  2007)را از ساير تركيبات طبيعي متمايز مي نمايد

ن با جانداران خشكي ميليون سال قدمت دارد، بنابراين زماني كه تركيبات طبيعي سنتز شده توسط آبزيا 5/3ها بيش از 

زي مقايسه مي شود تركيبات بيشتر و متكامل تري با خواص بيولوژيك يافت مي گردد، كه علت چنين پديده اي فرصت 

. با وجود (Jimeno et al., 2004)تكاملي بيشتري است كه آبزيان نسبت به جانداران خشكي زي از آن برخوردار بوده اند 

ن دريايي مي گذرد اما اش دانشمندان در رابطه با خواص زيستي تركيبات شيميايي جاندارآنكه كمتر از چهار دهه از تلا

 2006تا  1981). در يك بررسي آماري از Munro et al., 1999تعداد اين تركيبات نسبت به ساير منابع بسيار بيشتر است (

                                                                                                                                                                   
27

 Roger 
28

 Bergmann  and Feeney 
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درصد منابع  2.1از تركيبات طبيعي مشتق شده اند، درنموار انحصاري% داروهاي توليد شده به طور 48مشخص شده كه؛ 

  ): Bulter, 2007دارويي مختلف مشاهده مي شود (

  

  

تركيبات S-تركيبات مشتق شده از تركيبات طبيعي،  -NDتركيبات طبيعي،  -Nتركيبات زيستي،  -B -3-2شكل 

تركيبات مصنوعي كه از  - S/NMوااكسن،  -Vتركيبات مصنوعي كه از تركيبات طبيعي مشتق شده اند،  -*Sمصنوعي، 

  ).Bulter, 2007( تركيبات مصنوعي نسخه برداري شده از تركيبات طبيعي - S*/NMساختارهاي طبيعي الهام گرفته شده، 

  

تنوع زيستي موجود در محيط هاي دريايي نيز دليل ديگري براي گوناگوني تركيبات طبيعي استخراج شده از 

گونه گياهي و جانوري در  300000شاخه، با بيش از  34شاخه زيستي شناسايي شده  36باشد، از اين اكوسيستم مي 

). تا كنون بيشتر مطالعات انجام شده بر جلبك ها، اسفنج ها، نرم Pomponi, 1999محيط هاي دريايي شناسايي شده است (

  ,.Mancini et al)ست آن ها انجام شده است تنان، آبفشان ها، مرجان ها، سخت پوستان و باكتري ها و قارچ هاي همزي
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 ,Newman and Craggرا نشان داده اند ( (آزمايشگاهي) in vivoو  vitro. بسياري از آن ها خواص زيستي در شرايط (2007

2004.(  

  

تركيب طبيعي از جانداران دريايي استخراج و شناسايي شده است كه از اين تعداد  15000تا كنون نزديك به 

). بسياري از Newman and Cragg, 2004تركيب با خواص دارويي در مراحل آزمايشي پيش باليني و باليني قرار دارند ( 45

اين تركيبات استخراج شده كه داراي خواص دارويي هستند از اسفنج ها و ميكرواورگانيسم هاي همزيست آن ها 

مشخص شد كه طي چهار  2004مولر و همكاران در سال  ). در مطالعه انجام شده توسطPiel, 2006جداسازي شده اند (

تركيب با خواص بيولوژيك  5000گونه اسفنج كه مورد بررسي و آزمايش قرار گرفته بودند بيش از  500دهه اخير از 

  .( Muller et al., 2004)جداسازي و شناسايي شده است 

دارويي اسفنج ها اثبات شده است و از هم اكنون با توجه به مطالعات و بررسي هاي انجام شده، پتانسيل هاي 

بايد به فكر تأمين اين منابع ارزشمند بود. شناسايي و انتقال ژن هاي سنتز كننده مواد موثره به ميزبان مناسب، كشت 

ميكرواورگانيسم هاي همزيست اسفنج هاي توليد كننده مواد بيولوژيك  و كشت سلولي اسفنج ها از راه هاي مؤثر در 

  ).Sipkema et al.,2005هيه و توليد تركيبات طبيعي با خواص بيولوژيك است (ت

بنابراين توليد دارو از تركيبات طبيعي دريايي مسئله اي مشكل و پيچيده نيست، اما نيازمند زمان و هزينه است. 

سال زمان لازم  50تا  30ات نشان مي دهد كه براي توليد دارو از اين تركيب 2000تا  1990بررسي هاي انجام شده از سال 

  مراحل توليد دارو از تركيبات طبيعي مشاهده مي شود.  1.1). در نمودار شماره Salomon et al., 2004است (
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  ). Blunt et al., 2007( مراحل توليد دارو از تركيبات طبيعي مشاهده مي شود -4-2 شكل

  

  

  

  

  

  

  

  

كه در فازهاي باليني و پيش باليني  تركيبات استخراج شده با خواص دارويي از اسفنج ها -1-2جدول شماره 

  قرار دارند.
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  منابع  نوع اثر/ مكانيسم  مرحله توليد دارو  تركيب شيميايي  گونه اسفنج

Agelas mauritianus 
KRN-7000 از مشتقات)

Agelasphin( 

  Salomon et al., 2004  ضسرطان   باليني  Iفاز 

Cymbastella sp.  
  HTI-286   از مشتقات)

Hemiasterlin(  

سرطان/ ممانعت دض  باليني  Iفاز 

از سنتز ميكروتوبولين 

  ها

Jordan et al., 2011  

Cacospongia mycofijiensis Laulimalide ممانعت ضدسرطان  فاز پيش باليني /

   از سنتز توبولين ها

Liu et al., 2007   

Cryptotethya crypta Ara- C يتجار يدتول 

 Pharmacia شركت

  and Upjohn 

Company 

ممانعت   / ضدسرطان

 از تقسيم سلول 

  

Thakur et al., 2005  

Cryptotethya crypta Ara- A يتجار يدتول 

 Pharmacia شركت

  and Upjohn 

Company 

ضد ويروس/ تخريب 
DNA 
 

Thakur et al., 2005  

Cymbastella sp. HTI-286  
  مشتقات(از 

Hemiasterlin( 

  Salomon et al., 2004  ضسرطان  باليني  Iفاز 

Dictyodendrilla verongiformis Dictyodendrins ضدسرطان   فاز پيش باليني/ 

جلوگيري از عملكرد 

  آنزيم تلومراز 

et al.,2003 Warabi  

Didemnum sp. Ascididemin تخريب   /ضدسرطان   فاز پيش بالينيGuittat et al., 2005  
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هاي اسيد آمينه 

  ميتوكندري

Discodermia dissolute Discodermolide  فازI  ممانعت ضدسرطان  باليني /

از سنتز ميكروتوبولين 

 ها

Dabydeen, 2004  

Dysidea avara Avarol  فازI  ضدسرطان /  باليني 

ضدويروس و 

  ضدباكتري

  

Simone et al.,2005  

Halichondria okadai 
E7389  از مشتقات )

Halichondrin B 

/ ممانعت ضدسرطان  باليني  Iفاز 

 از سنتز توبولين ها

Choi et al., 2003  

Haliclona sp. Salicylihalimides A 

and B 
/ ممانعت ضدسرطان   فاز پيش باليني

از سنتز ميكروتوبولين 

   ها

Erickson et al., 1997  

Jaspis digonoxea 
LAF-389   از مشتقات)

(Bengamide B 

ممانعت  ضدسرطان  باليني  Iفاز 

از سنتز ميكروتوبولين 

 ه

Jordan et al., 2011  

Kirkpatrickia variolosa Variolins ممانعت  /ضدسرطان   فاز پيش باليني

  از تقسيم سلولي

Simone et al.,2005  
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Lyssodendoryx sp. Halichondrin B   فازI  ممانعت ضدسرطان  باليني /

سنتز ميكروتوبولين از 

  ها

Jordan et al., 2011  

Mycale hentscheli  Peloruside A  ممانعت ضدسرطان   فاز پيش باليني /

از سنتز ميكروتوبولين 

  ها

Remiszewski, 2003  

Psammaplysilla sp  NVP-LAQ824   فازI  تخريبضدسرطان   باليني / 

DNA     
 

Remiszewski, 2003  

Petrosia contignata IPL-512602  فازII ضد التهاب و آسم  باليني  

   

Salomon et al., 2004  

Petrosia contignata IPL-550260  فازI  ضد التهاب   باليني  

   

Salomon et al., 2004  

Petrosia contignata IPL-576092  فازII پسوريازيس  باليني   Salomon et al., 2004  

Sarcodictyon roseum  Sarcodictyin ممانعت ضدسرطان   فاز پيش باليني /

از سنتز ميكروتوبولين 

  ها 

  

D’Ambrosio et al., 

1987  
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  اسفنج ها در راستاي توليد داروهاي ضدسرطان 29خواص سيتوتوكسيك - 2-4

آمار نشان مي دهد كه سرطان عامل اصلي مرگ و مير در كشورهاي پيشرفته است، در سال هاي اخير 

  ).Kraljevic et al., 2006اين بيماري تلاش هاي بسياري انجام داده اند (دانشمندان براي درمان 

 Sipkema etبررسي هاي شيميايي و بيولوژيكي درياها را منبع غني از تركيبات ضدسرطاني نشان داده است (

al.,2005 به عنوان مثال؛ از آنجايي كه اسفنج ها براي ادامه حيات نياز به پمپ كردن آب دارند و از طرفي توانايي تصفيه .(

 ،را ندارند مي شودبيوفيلم و يا دور كردن بارناكل ها، خزه ها و مرجان هايي كه سطح آن ها را بپوشاند و سبب مرگشان 

ز خود ترشح مي كنند كه خواص سيتوتوكسيك دارند. به اين ترتيب آن ها در روند تكاملي براي ادامه حيات موادي را ا

، مقابله كنند و در رقابت هتوانسته اند با جانداران مهاجمي كه سطح آن ها را پوشانده و به نحوي مانع عمل فيلتر آب شد

بردن سلول هاي زنده را دارد  بر سر حيات پيروز شوند، امروز با پيشرفت علم از اين تركيبات شيميايي كه خاصيت از بين

ي دهد ). تحقيقات انجام شده نشان مRaveendran and Limna Mol, 2009به عنوان داروهاي ضدسرطاني استفاده مي شود (

درصد از گونه هاي اسفنج كه مورد مطالعه و بررسي قرار گرفته اند خواص سيتوتوكسيك از خود نشان  10كه بيش از 

ذكر اين نكته شايان توجه است كه بيشترين تحقيقات انجام شده در رابطه با خواص . (Zhang et al., 2003)مي دهند 

سيتوتوكسيك و ضدسرطان از جانداران دريايي در اطريش، استراليا، برزيل، كانادا، انگليس، فرانسه، آلمان، يونان، 

 Joseph and، تايوان، هلند و آمريكا انجام شده است (اندونزي، ايتاليا، ژاپن، نيوزيلند، روسيه، اسپانيا، كره جنوبي، سوئيس

Sujatha, 2011.(  

انجام گرفت مشخص شد كه از  30در يك بررسي آماري در ايالت متحده آمريكا كه توسط وزارت غذا و دارو

تا  1996داوهاي ضدسرطاني از منابع طبيعي، گياهان خشكيزي، توليد شده اند و از سال پنجاه درصد تا كنون  1960سال 
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 Cytotoxicity 
30

 United States Food and Drug Administration 
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و سيتوتوكسيك  توليدات طبيعي مربوط به  31تحقيقات انجام شده در رابطه با خواص ضدسرطاني پنجاه درصدكنون 

). بررسي هاي Flam, 1994 و   Alejandro, 1999درياها و اقيانوس ها، و بخش اعظم آن از اسفنج ها و مرجان ها مي باشد (

تركيب از جانداران دريايي  124سلولي سرطاني نشان مي دهند كه انجام شده آزمايشگاهي روي موش و رده هاي 

به تعدادي از تركيبات  2.1). در جدول شماره Joseph and Sujatha, 2011خواص ضدسرطان از خود نشان داده اند (

  استخراج شده از اسفنج ها كه خواص سيتوتوكسيك و ضدسرطان دارند اشاره شده است.

  

  ت استخراج شده با خواص سيتوتوكسيك و ضدسرطان از اسفنج ها.تركيبا -2-2جدول شماره 

ساختار  تركيب شيميايي گونه اسفنج

 شيميايي

  منابع رده سلولي/ سرطان

Agelas dendromorpha Agelastatin  سرطان استخوان آلكالوئيد 

  

Dickson and Wardrop, 

2010  

Chondrilla nucula  lectin  ريه و سرطان پوست،   گليكوپروتئين

 تيروئيد

Blackburn et al.,  

1999 

Dysidea sp. Bolinaquinone  ترپنيل

32گواينون
 

HCT-116سرطان روده / Barrero et al.,  1999 

Fasciospongia sp. Mamanuthaquinone سرطان روده بزرگ  ترپن Takahashi et al.,2010  

Haliclona sp. Adociasulfates  ترپنيل

  گواينون

بافت هاي نرم و سرطان 

 سخت

Blackburn et al.,  

1999  

                                                 
31

 Anticancer 
32

 Terpenylquinones 
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Hippospongia sp. 5-epi-ilimaquinone 33سكويترپن  HL-60, NCI-H460, 

HepG2   
Liu et al.,  2006  

Hyrtios sp. Hyrtinadine A  حلقه

  34پيراميدين

   Endo et al., 2007 كارسينوم اپيتليوم دهاني

Hyrtios erecta  Sesterstatine  سرطان ريه، روده، معده،   ترپن

كليه، تخمدان و 

  پروستات

Iwashima et al.,2002  

Jaspis stellifera Stelletin  تري

  35ترپنتوئيد

سرطان خون، رده 

 موش P388سلولي

Su et al., 1994  

Polyfibrospongia 

australis  
polyfibrospongols   ترپنيل

  گواينون

تومورهاي مختلف بافت 

  نرم

Motti et al., 2007  

Smenospongia aurea ent-chromazonarol  ترپنيل

  گواينون

P-388, A-549, HT-29  Djura et al., 1980 

  

 خواص ضدباكتري اسفنج ها در راستاي توليد آنتي بيوتيك ها - 2-5

باز مي گردد،  1928در سال  36استفاده از تركيبات طبيعي با اثر ضدباكتريايي به كشف پني سيلين توسط فلمينگ

با اين وجود پس از گذشت سال ها از آن زمان محققين در كشورهاي توسعه يافته به دنبال تركيبات با خواص آنتي 

بيوتيك هستند. هرچند كه مطالعه و آزمايش در رابطه با تركيبات ضدويروس و ضدسرطان در اولويت است، اما مي توان 
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 Sesquiterpene 
34

 Pyrimidine ring 
35

 Triterpenoid 
36

 Fleming 
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 ,Harold)مورد تركيبات ضدباكتري ها و مايكوباكترها نيز به موازات آن ها پيش مي رود اظهار نمود كه تحقيقات در 

. زيرا بررسي هاي انجام شده نشان مي دهد كه عوامل ميكروبي يكي از شايع ترين عوامل بيماريزايي در عصر (1992

تيك ها كه هركدام با مكانيسم هاي حاضر براي انسان است، كه به منظور مهار و از بين بردن آن ها بايد از آنتي بيو

). از طرف ديگر باكتري هاي پاتوژن پس از مدتي نسبت به Andersson, 2003متفاوتي وارد عمل مي شوند استفاده نمود (

آنتي بيوتيك خاص مقاوم شده، بنابراين تحقيق و بررسي به منظور كشف آنتي بيوتيك هاي جديد بايد ادامه داشته 

  . )Cohen, 1992باشد(

اسفنج ها فراوان ترين و متنوع ترين جانداران بسترهاي سخت دريايي؛ صخره هاي مرجاني، صخره ها و غارها،   

از آنجا كه اغلب اين مناطق به ويژه اكوسيستم هاي مرجاني توليدات و بيوماس بالايي دارند  ).Cohen, 1992(مي باشند 

بسيار بالاست، از طرف ديگر موكوس توليد شده حاصل از متابوليت  بنابراين ميزان باقيمانده هاي غذايي در اين مناطق

هاي صخره هاي مرجاني منبع ديگري از مواد آلي مي باشند، كه تمام عوامل فوق بستر بسيار مناسبي را براي رشد باكتري 

رگانيسم ها به ويژه باكتري ). بنابراين يكي از تهديد كنندگان اسفنج ها ميكرواوRichman et al., 1975ها فراهم مي نمايد (

به همين دليل آن ها متابوليت هاي ثانويه متعددي با با خاصيت ضد باكتريايي توليد )، ,.2000Faulkner et alها مي باشد (

  ).     Zaro, 1982مي نمايند (

بر اساس درصد تركيبات ضدباكتريايي منشاء طبيعي دارد،  60بررسي هاي انجام شده نشان مي دهد كه بيش از 

ميليون دلار صرف توليد تركيبات ضدباكتريايي مي شود  20يك برآورد اقتصادي در آمريكا سالانه مبلغي بيش از 

)Harvey, 2001 .(  
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بررسي هاي انجام شده روي بي مهرگان دريايي نشان مي دهد كه تركيبات طبيعي استخراج شده از آن ها با 

متابوليت  800. تا كنون بيش از (Tincu and Steven,2004)ي بيوتيكي هستند داراي خواص آنت 37ساختار شيميايي پپتيدي

). در جدول Timm et al., 2008ثانويه با خواص ضدباكتريايي از اسفنج هاي دريايي استخراج و شناسايي شده است (

  برخي از تركيبات استخراج شده با خواص آنتي بيوتيكي مشاهده مي گردد.  3.1شماره 

 

  

  .تركيبات استخراج شده با خواص آنتي بيوتيكي از اسفنج ها -3-2اره جدول شم

                                                 
37

 Peptides 

ساختار   تركيب شيميايي  گونه اسفنج

  شيميايي

  منابع  باكتري

Acanthella cavernosa Kalihinol Y and X ترپن  B. subtilis Bugni, et al.,  2004 

Aka coralliphaga Corallidictyals A-D هيدروكوينو

  ن

S. aureus Grube et al.,  2007 

Agelas sp Agelasine C, D, E ترپن Mycobacterium tuberculosis Mancini et al.,  2007 

Agelas sp. Nagelamide A آلكالوئيد  M. luteus, B. subtilis , 
E. coli  

Endo et al., 2004 a 

Aplysina cavernicola Dibromoverongiaqu

inol 
مشتقات 

 تيروزين

S. aureus , Vibrio anguillarum 
 (پاتوژن ماهي)

Mancini et al.,  2007 

Arenosclera brasiliensis Arenosclerins A-C آلكالوئيد  S. aureus ,  P. aeruginosa 

 

Torres et al.,  2002 

Axinella sp. Axinellamine A-D  آلكالوئيد  Helicobacter pylori  Mancini et al.,  2007 
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  خواص ضدقارچي اسفنج ها در راستاي توليد داروهاي ضدقارچ - 2-6 

قارچ ها يكي از عوامل شايع بيماري زا در سرتاسر جهان هستند، كه با وجود پيشرفت علم و دانش همچنان 

 به مستعد بيماران شمار اخير هاي دهه ). به طوري كه طيDannaoui et al., 2003عامل بيماري و مرگ و مير مي باشند (

 به ايمني، سيستم نقص با بيماران در خصوص كانديدا، به هاي سوش قبيل از طلب فرصت هاي با ميكروارگانيسم عفونت

Caminus sphaeroconia  Caminoside A  گليوكوليپيد  Enterococcus, S. aureus  Mancini et al.,  2007 

Dendrilla membranosa Membranolides C 

and D 
 S. aureus , E. coli Ankisetty et al., 2004  ترپن

 Ircinia felixZamamistatin اسپيروايزوز

 ولين

Rhodospirillum salexigens Mancini et al.,  2007 

Ircinia variabilis Variabilin فورانوترپن Micrococcus luteus, 
B. subtilis , E.coli 

Pseudomonas sp. Enterobacter 

aerogenes 

Mancini et al.,  2007 

Myrmekioderma styx (S)-(+)-curcuphenol ترپنوئيد   M. tuberculosiss Gul et al.,  2007. 

Reniera sarai  Poly-APS   آلكالوئيد

  پريدينيوم

S. aureus, E.coli, Salmonella  Chelossi, et al.,  2006 

Stylotella aurantium Palau’amine گوانيدين  

 آلكالوئيد

B. subtilis, S. aureus Mancini et al.,  2007 

Topsentia sp  Ptilocaulis 
guanidine آلكالوئيد  S. aureus  Yang et al.,  2003 
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 مقاومت پاتوژن مخمرهاي كه است شده داده همچنين نشان و است يافته افزايش ها كشور بسياري از در قابل توجهي طور

  .)Ramani and Chaturvedi, 2003دارند ( قارچي ضد داروهاي به نسبت اكتسابي ذاتي يا

آلوده مي گردند، كه در  Cryptococcusو  Candida ،Aspergillusسالانه بسياري از افراد با عوامل قارچي به ويژه 

اين راستا مطالعات ). در Wey et al., 1988مي باشند ( Candida albicansاين ميان بيشترين آمار متعلق به بيماران آلوده با 

بسياري به منظور كشف و بررسي تركيبات ضدقارچ از منابع طبيعي خشكي و دريايي انجام مي گيرد و سالانه بسياري از 

تركيبات جديد با خواص ضدقارچ كشف مي شوند، كه نقش اسفنج هاي دريايي در اين راستا قابل توجه مي باشد. اما از 

ل اثرات سمي كه روي انسانها و حيوانات دارند، روند متفاوتي را نسبت به مواد آنجا كه تركيبات ضدقارچ به دلي

 ,.Nakagawa et alضدقارچي طي مي كنند بنابراين نسبت به ساير تركيبات ضد ميكروبي بسيار محدودتر مي باشند (

 اهده مي گردد.برخي از تركيبات استخراج شده از اسفنج ها با خواص ضدقارچ مش 4.1). در جدول شماره 1995

  

 .تركيبات استخراج شده با خواص ضدقارچي از اسفنج ها -4-2جدول شماره 

  

  منابع  قارچ  ساختار شيميايي  تركيب شيميايي  گونه اسفنج

Dysidea arenaria Sterol ترپنوئيد  C. albicans Jacob et al., 2003 

Hippospongia communis Utenospongin B دي ترپنوئيد  C. tropicales and 
F. oxysporum 

Rifai et al., 2004 

Leucetta chagosensis Naamine G آلكالوئيد C. herbarum Hassan et al., 2004 

Stylissa sp. Massadine  آلكالوئيد C. albicans  Nishimura et al., 2003 

Topsentia sp. Astroscleridae sterol سولفات استرول S. cerevisiae Yang et al.,  2003 
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 خواص ضدويروس اسفنج ها در راستاي توليد داروهاي ضدويروس - 2-7

يا بيماري نقص ايمني اكتسابي در  39بيماري ايدز كه سبب ايجاد 38يا ويروس نقص ايمني انسان  HIV-1ويروس 

بيماري دچار كرده است. با توجه به ميليون نفر را به اين  33.2شود، ويروسي است كه تا به حال چيزي حدود  انسان مي

ها  شيوع اين بيماري در سطح جهان وعدم موفقيت محققين در كنترل و درمان اين بيماري هر روزه تعداد زيادي از انسان

  دهند.  بر اثر ابتلا به اين ويروس جان خود را از دست مي

ويروس هاي عامل بيماري ايدز  مي باشند، اسنفج ها منبع غني از تركيبات با خواص ضد ويروسي به ويژه روي 

 Newman andبرخي از تركيبات استخراج شده از اسفنج ها با خواص ضدويروس مشاهده مي گردد( 1-5در جدول 

Cragg, 2004 .(  

 

 تركيبات استخراج شده از اسفنج ها با خواص ضدويروس. -5-2جدول شماره 

  منابع  وسوير  ساختار شيميايي  تركيب شيميايي  گونه اسفنج

Halicortex spp. Dragmacidin F ايندول آلكالوئيد  HIV Cutignano et al., 2000 

Theonella mirabilis Papuamides C and D پپتيدهاي حلقوي  Antiviral (HIV-1) Ford et al., 1999 

Xestospongia spp. Haplosamates A and B  استروئيدهاي

  سولفيدي

Antiviral (HIV-1) Faulkner ,2000 
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Hamigera tarangaensis Hamigeran B فنل ماكروليدي  Herpes and Polio Wellington et al., 

2000 

Petrosia weinbergi Weinbersterols A and B  استروئيدهاي

  سولفيدي

Antiviral (feline 

leukemia, mouse 

influenza, mouse 

corona) 

(Sun et al., 1991)  

Wellington et al., 

2000 

Dysidea avara Avarol  سسكويترپنوئيد  Antiviral (HIV-1)  Muller et al.,1987 

  

  

  فصل سوم

  مواد و روش كار

  مواد مصرفي -3-1

به منظور انجام آزمون ها، مواد مصرفي بسياري به كاربرده شده است كه كليه مواد شيميايي از نوع مرك آلمان 

  .مي باشد

  

 روش كار -3-2

  نمونه برداري و شناسايي نمونه -1-3-2

تا  15از عمق  1390مشاهده مي گردد، در ارديبهشت ماه سال  1.3، كه در شكل  .Dysidea sppنمونه هاي اسفنج

شرقي و   55°54′40″ - 55°54′55″متر از شمال جزيره هنگام، واقع در خليج فارس با موقعيت جغرافيايي 20

د توسط غواصي و از بسترهاي سنگي تهيه رشمالي كه در شمال آن جزاير قشم قرار دا  ″43′36°26 - ″15′41°26

  شدند، سپس به صورت منجمد با هواپيما به آزمايشگاه منتقل گرديدند. 
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 Dysidea  )، نمونه برداري اسفنجb( محل نمونه برداري كه با علامت قرمز مشخص شده است -1-3شكل 

spp. جزيره هنگام(متري  20در عمقa.(  

  

  

  

 ناسايي نمونهش-2-3-2

40هضم توسط ماده سفيد كننده -1-2-3-2
 

اين روش براي تهيه سريع اسپيكول هاي اسفنج مفيد مي باشد. هرچند كه نمونه هاي تهيه شده مانند روش هضم 

آماده سازي مي  روشاسيدي شفاف نمي باشند، اما اسفنج هايي كه اسپيكول هاي كلسيمي دارند به طور معمول از اين 

شوند. به منظور آماده سازي نمونه ها برش هاي كوچكي از بافت كه شامل تكه هايي از سطح و قسمت هاي عمقي 

را به برش  خالص اسفنج است در يك لوله آزمايش قرار داده شدند. مقداري از ماده فعال سفيد كننده هيپوكلريد سديم

ها اضافه شده و پس از زمان كوتاهي تركيبات آلي غير محلول جدا شدند و تنها اسكلت هاي معدني باقي ماندند. سپس 

                                                 
40 Bleach digestion 
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محلول سفيد كننده به دقتّ رقيق شده و چندين بار شست و شو داده شدند، ابتدا چندين بار با آب و سپس با اتانول 

سپيكلول هاي جدا شده به توسط پيپت به لام هاي شيشه اي منتقل گشته و شست و شو اين عمل انجام شد. در نهايت ا

. اسپيكول هاي كلسيمي پس از خشك و خنك شدن توسط )Hooper, 2000(گردد فرصت داده شد تا اتانول تبخير

  مورد بررسي قرار گرفتند. SEMميكروسكوپ نوري و الكتروني 

  

41هضم اسيدي -2-2-3-2
 

دوام تر و شفاف تر را تهيه مي گردد، در اين روش از اسيد نيتريك به جاي ماده سفيد با اين روش نمونه هاي پر

كننده استفاده شد. برش هاي اسفنج بر روي لام شيشه ايي قرار داده شدند، سپس چند قطره اسيد روي برش ها ريخته 

كرار گرديد تا تمام مواد آلي هضم شد، به آرامي روي شعله حرارت داده شدند تا اسيد به جوش آمد و اين كار آن قدر ت

  SEM اسپيكول هاي سيليسي پس از خشك و خنك شدن توسط ميكروسكوپ نوري و الكتروني ).Hooper, 2000(شدند

  مورد بررسي قرار گرفتند. 

  

  غير قطبيبيعي بات طكيتريي ري و شناساگيعصاره  - 3-3

  عصاره گيري تركيبات طبيعي غيرقطبي و نيمه قطبي -1-3-3

انجام شد، ابتدا اسفنج ها شسته شدند و سپس با 1959در سال  and Dyer Bligh عصاره گيري با استفاده از روش 

سانتي متري بريده شدند، نمونه هاي خرد شده، يك كيلو گرم وزن تر اسفنج،  به ارلن  1استفاده از قيچي در اندازه هاي 

 24س با استفاده از پنبه و فويل در ارلن به خوبي بسته شد و به مدت دي اتيل اتر منتقل گرديد، سپ ميلي ليتر 2000حاوي 

 ) قرار داده شد.Cº25ساعت در آزمايشگاه در دماي اتاق (
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ساعت محلول به دست آمده از صافي عبور داده شد تا ذرات اسفنج از آن جدا شده و آنچه باقي  24پس از 

اسفنج بود. عصاره غيرقطبي به دست آمده را به دستگاه روتاري  ماند، حلال دي اتيل اتري و تركيبات آلي موجود در

 6، تا حلال(دي اتيل اتر) تبخير شود، مدت زمان تبخير با محاسبه ميانگين روزي 145و دور  Cº 40 وارد نموده، در دماي 

درجه  -20فريز  ساعت در 24ساعت دو ماه به طول انجاميد، سپس به منظور آناليز تركيبات عصاره تهيه شده به مدت 

سانتي گراد قرار گرفت تا دو فاز چرب و غير چرب از يكديگر جدا شدند. در نهايت عصاره غير چرب توسط ستون 

-GCكروماتوگرافي گازي الگوي شيمادز مدل دستگاه استفاده از با  سپسهگزان شست و شو داده شد  -سيليكاژل با ان

17A  مجهز به ستونCP-Sil  عصاره شناسايي گرديدند.تركيبات موجود در  

  

  

  عصاره گيري تركيبات قطبي  -2-3-3

متانول افزوده  ميلي ليتر 2000 (يك كيلو گرم وزن تر) به منظور بررسي تركيبات قطبي، به اسفنج هاي خرد شده

ساعت محلول به دست آمده را از  72) قرار داده شدند. پس از Cº25ساعت در آزمايشگاه در دماي اتاق( 72و به مدت 

صافي گذرانده تا ذرات اسفنج از آن جدا شده و آنچه باقي ماند، حلال متانولي  و تركيبات آلي موجود در اسفنج بود. 

لال(متانول) ، وارد شد تا ح145و دور  Cº 40 عصاره قطبي به دست آمده به دستگاه روتاري منتقل گرديد، در دماي 

ساعت چهار ماه به طول انجاميد. از آنجايي كه تبخير متانول  6تبخير شود، مدت زمان تبخير با محاسبه ميانگين روزي 

  بسيار به زمان بر بود به منظور تسريع كار به محلول مقداري تتراكلريد كربن اضافه شد. 
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تور دو نفاز آبي و اتري تشكيل شد. توسط دكا ) اتر اضافه كرده، دوcc 75سپس هم حجم نمونه به دست آمده (

بوتانول اضافه شد و تكان داده شد تا تركيب شوند، سپس فاز رويي  -nفاز فوق جدا شده و به فاز آبي به طور هم حجم 

 از فاز متانولي جدا شد. 42كه حاوي عصاره آبي بود

 

  :بررسي خواص سيتوتوكسيك - 3-4

  رموييد دهان و لنفوسيت انسانيكشت سلول هاي سرطاني اپيد - 1-3-4

) از بخش كشت سلولي HUT-78/ C185) و لنفوسيتي (KB/ C152سلول هاي سرطاني اپيدرموييد دهان انسان (

منتقل  RPMI -1640انستيتو پاستور ايران به صورت فلاسك تهيه شدند و به محيط كشت روزلت پارك مديوم انستيتو 

ميكرون استريل شد. سپس به  22/0تهيه گرديد و توسط فيلتر ميلي پور  pH 3/7در  RPMI -1640شد. ابتدا محيط كشت 

درصد سرم جنين گاو فيلتر  10جنتامايسين و نيز به نسبت   µg/ml 80و   Gپني سيلين µg/ml 200محيط كشت به نسبت 

ة ميكروسكوپ معكوس مورد شده به محيط اضافه شد. روزانه سلول هاي اپيدرموييد دهان و لنفوسيت انساني به وسيل

بررسي قرار گرفتند تا سرعت رشد، سلامت، آلودگي  سلول ها در محيط كشت تازه منتقل شده به منظور ادامه آزمايش 

مورد تأييد قرار گيرد. پس از آن كه تعداد سلول ها (فلاسك هاي كشت سلولي) افزايش داده شد به منظور بررسي اثر 

 ).Roehm, et al., 1991( استفاده گرديد XTTلي، دي اتيل اتري و آبي از روش سيتوتوكسيك عصاره هاي متانو

ابتدا توسط عمل تريپنيزاسيون سلول هاي اپيدرموييد دهان و لنفوسيت انساني از سطح  XTTبراي آزمون 

در هر   103×25دور در دقيقه سانتريفوژ شدند. سپس سلول ها با تراكم  1500دقيقه در  5فلاسك جدا شده و به مدت 

ميلي ليتر به  200به مقدار  RPMI -1640حفره اي كشت سلولي توزيع گرديدند و از محيط كشت  96كدام از پليت هاي 

ساعت در انكوباتور قرار داده شد تا سلول هاي در ميكروپليت ها رشد نمايند، در طول اين  24هر حفره اضافه شد و 
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ساعت كه سلول ها رشد كردند و به ديواره  48بررسي شده و بعد از  مدت تراكم سلولي توسط ميكروسكوپ معكوس

ميكروليتر از  عصاره هاي دي  100پليت متّصل شدند محيط كشت سلول ها عوض شد و محيط كشت جديد به مقدار 

آزمون سه  اضافه گرديد و µg/ml  400و  300 ،200، 100 ،50 ،20، 10 ،4 ،2 ،1 اتيل اتري و متانولي و آبي با غلظت هاي

بدون تركيب افزودني اضافه  RPMI -1640بار تكرار شد. به منظور شاهد منفي در تعدادي از  چاهك ها محيط كشت 

 شد. در اين آزمون از تركيب سيكلوسپورين به عنوان كنترل مثبت استفاده شد.

  

  خانه. 96توزيع سلول هاي سرطاني به پليت -2-3شكل 

  

  :XTTارزيابي ميزان سميت با استفاده از آزمون  - 2-3-4

به  µl 50) به ميزان XTT )2,3-bis[2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxyanilideابتدا نمك 

ساعت در انكوباتور دي اكسيد كربن قرار  4هر خانه اضافه نموده رنگ محيط كشت متمايل به زرد شد، سپس به مدت 

  ده شد. سپس مراحل فيكس كردن و ليز شدن سلول را به شرح زير انجام داده شد:دا

تهيه نموده،  pH 2/7% در 5/0) و فرمالدهيدCaCl2% (1محلول فيكس كننده را به نسبت مساوي از كلريد كلسيم 

كس كننده افزوده شده ميكروليتر از محلول في 150و پس از آنكه محلول حاوي نمك را از پليت ها خالي نموده به ميزان 

  و پس از چند ثانيه خالي شد. 
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، اسيد استيك ميلي ليتر50% به نسبت 50به منظور ليز نمودن سلول ها، محلول ليز كننده را با استفاده از اتانول 

ميكروليتر به پليت ها افزوده و  250آماده نموده و به مقدار  ميلي ليتر 49و آب مقطر به نسبت  ميلي ليتر1خالص به نسبت 

با استفاده از سمپلر محلول حاوي سلول ها را به  ODپس از چند دقيقه يك مايع رنگي ايجاد مي شود. به منظور تعيين 

بر   XTTآزمون نانومتر نتايج را خوانده.  اساس كار  690نانومتر و  490پليت ها محدب منتقل نموده و در طول موج 

مبناي ميتوكندري هاي فعال داخل سلول هاي زنده مي باشند، ميتوكندري كه در سلول هاي زنده وجود دارد دهيدروژناز 

حذف مي نمايد به اين ترتيب رنگ محلول به نارنجي تغيير مي كند. سپس با  XTTشده و حلقه تترازوليوم را از نمك 

خوانده شد.  ODنانومتر ميزان  690نانومتر و  490) در طول موج Bio-Tek ELx 800( مدل 43استفاده از دستگاه الايزا ريدر

44ميزان 
OD  ط سلول هاي زنده مي باشد. هر چه تعداد سلول هايبه دست آمده نشانگر مقدار رنگ جذب شده توس

اوليه =  OD -زمينه OD:  خالص براي هر نمونه به صورت ODبه دست آمده نيز بالاتر است.  ODسرطاني زنده بيشتر باشد 

OD  50خالص مي باشد. ميزان IC  ( ميزان ممانعت از رشد سلول هاي سرطاني )از سلول هاي بر اساس درصد 50 %

  ).Roehm, et al., 1991كشندگي محاسبه شد (

 

 

 

  بررسي خواص ضدباكتريايي:  - 3-5

و بر اساس سه بار ) Bacterial Broth Dilution Methodsبررسي خواص ضدباكتريايي با استفاده از روش براث (

  : )Rosenblatt, 1991(به شرح زير انجام گرفتتكرار 
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15224ATCCسويه هاي باكتري 
45 , Escherichia coli25619, Pseudomonas aeruginosa ATCC    

1764Staphylococcus aureus aureus ATCC   6633و ATCC subtilis spizizenii Bacillus    مركز كلكسيون قارچ ها و از

 3گرم پپتون،  5تهيه شد، سپس هر كدام از سويه ها در محيط كشت حاوي  ليوفيليزهبه صورت باكتري هاي صنعتي ايران 

ساعت بر اساس  72تا  24گرم آگار  در يك ليتر آب مقطر، كشت اوليه داده شدند و به مدت  15گرم عصاره گوشت، 

در انكوباتور قرار داده شدند تا از كلوني هاي تك به منظور انجام  Cº 37 ها  در دماي ميزان سرعت رشد باكتري 

  آزمايش استفاده شود.

پس از رشد باكتري ها آن ها از انكوباتور خارج نموده و با استفاده از آنس از كلوني هاي تك ايجاد شده به 

 ميلي ليتر 15آب مقطر و  ميلي ليتر 1000مخمر،  گرم عصاره 2گرم گلوكز،  1گرم  پپتون، 1محيط براث كه حاوي؛ 

اتوكلاو شده بود، در لوله هاي آزمايش وارد نموده، اين كار را آن قدر تكرار شد تا كدورت محيط  6-7فسفات بافر

 ميلي ليتر اسيد 99.5% و 1 كلرور باريوم دهيدراتهميلي ليتر McFarland 0.5) (0.5(5/0براث با كدورت لوله مك فارلند 

برابر  5/0%) يكسان شد. اشاره به اين نكته لازم مي باشد كه تعداد باكتري هاي موجود در لوله مك فارلند1سولفوريك 

CFU/ml8 10*5/1مي باشد. به اين منظور با 5/1*10 6مي باشد، در حالي كه در آزمايش مذكور تعداد باكتري ها برابر

 تا قرار گرفت استفاده مورد بلافاصله بايد شده تهيه تلقيحي سانده شد. مايعرقّـت دادن تعداد باكتري ها به رقم مورد نظر ر

  صورت نگيرد. تكثير كردن، استاندارد از پس زماني فاصله در

ميلي ليتر به هركدام از لوله هاي استريل اضافه شد،  1باكتري بود به مقدار 5/1*10 6از لوله فوق كه حاوي 

كه در محيط براث حل  mg/ml 500تا  mg/ml 01/0سپس از عصاره هاي متانولي، دي اتيل اتري و آبي با غلظت هاي 

). براي در 7.3ميلي ليتر رسانده شد، شكل  2جم لوله ها به ميلي ليتر به لوله هاي فوق افزوده شد( ح 1شده بود به مقدار 

نظر گرفتن شاهد مثبت از آنتي بيوتيك هاي  تتراسايكلين و آمپي سيلين، با غلظت هاي فوق استفاده شد و به عنوان شاهد 
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ت فاقد ماده موثره و منفي به يكي از لوله ها ماده فعال بيولوژيك اضافه نگرديد. در    داخل يك لوله نيز تنها محيط كش

باكتري قرار داده شد تا در صورت آلودگي محيطي خطاي آزمايش مشخص گردد. سپس سر تمام لوله ها با پنبه بسته 

  ساعت قرار داده شد. 24به مدت  Cº37شد و در انكوباتور با دماي 

  

  

به محيط براث حاوي ، حاوي عصاره هاي قطبي، غيرقطبي و آبي اسفنج كه ml2لوله ها با حجم -3-3شكل 

  باكتري اضافه شد.

  

ساعت لوله هاي آزمايش از انكوباتور خارج شده و كدورت آن ها را مورد بررسي قرار گرفت. لوله  24پس از 

 صورت براي ادامه كار ساير لوله ها با لوله مذكور به .كنترل كه فاقد تركيبات فعال بيولوژيك بوده بسيار كدر شده بودند

، و لوله 8-3بود مقايسه كرده، مطابق شكل  باكتري هرگونه براي آزمايش مرتبه  3 از ميانگيني كه شدند مقايسه چشمي

هايي را كه كدورت داشتند از ادامه كار خارج شدند و لوله هايي كه در آن كدورت ايجاد نشده بود به منظور ادامه كار 

 MIC )Minimum Inhibitoryبدون كدورت ميزان  جدا شدند. لازم به ذكر است غلظت مواد مصرفي در لوله هاي

Concentration(د باكتري ها مي باشد را نشان داد) كه به معناي ممانعت از رشد و افزايش تعداRosenblatt, 1991  .(  
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  مشاهده كدورت در لوله ها.-4-3شكل 

  

در ادامه آزمايش به منظور تعيين توانايي عصاره هاي مورد نظر در از بين بردن باكتري ها از لوله هايي كه در آن 

به پليت هاي استريل تزريق نموده و محيط نوترينت آگار به آن اضافه شد(  ml1/0 ها كدورت مشاهده نشده بود به مقدار 

ساعت نگهداري شدند. پس از  24به مدت  Cº 37منتقل شد و در دماي كشت پورپليت).  سپس پليت ها را به انكوباتور 

) شمرده شد. در پليت هايي كه باكتري رشد CFUساعت پليت ها خارج شدند و تعداد كلوني هاي تشكيل شده ( 24

، اما در  9.3كرده بود حاكي از آن است كه عصاره مورد نظر تنها توانايي مهار رشد و تكثير باكتري را دارد، مانند شكل 

پليت هايي كه هيچ گونه كلوني مشاهده نشد نشان دهنده آن است كه ماده مورد نظر سبب مرگ باكتري شده است؛ كه 

 ).  Rosenblatt, 1991() مي باشدMBC)Minimum Bactericidal Concentrationاين مقدار برابر با 
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MIC وMBCبراي يك نوع باكتري و يك نوع آنتي بيوتيك  تعيينطرح شماتيك  -5-3شكل   
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  بررسي خواص ضد قارچي  -3-6

  ):Green et al.,  1994(به شرح زير انجام گرفت با استفاده از روش ماكرودايلوشنبررسي خواص ضد قارچي 

PTCC و Candida albicans ATCC10231 سويه هاي قارچ و مخمر 
46

5009 Aspergillus fumigatus    مركز از

تهيه شد، سپس هر كدام از سويه ها به شرح زير  ليوفيليزهبه صورت كلكسيون قارچ ها و باكتري هاي صنعتي ايران 

  كشت اوليه داده شدند. 

گرم عصاره  3گرم پپتون،  5گرم گلوكز،  10گرم آگار،  20در محيط كشت حاوي  Candida albicansمخمر 

در انكوباتور  Cº 25 ساعت در دماي  24كشت اوليه داده شدند و به مدت  pH 6.2 ± 0.2مخمر در يك ليتر آب مقطر با 

در محيط كشت  Aspergillus fumigatus قارچ  قرار داده شد تا از كلوني هاي تك به منظور انجام آزمايش استفاده شود.

كشت اوليه  pH 6.2 ± 0.2طر با گرم آگار در يك ليتر آب مق 15گرم گلوكز و  20گرم عصاره سيب زميني،  20حاوي 

در انكوباتور قرار داده شد تا از كلوني هاي تك به منظور انجام  Cº 26 ساعت در دماي  72داده شدند و به مدت 

  آزمايش استفاده شود.

پس از رشد قارچ و مخمر آن ها از انكوباتور خارج نموده و با استفاده از آنس از كلوني هاي تك ايجاد شده به 

دستگاه  با نانومتر 530 موج طول در حاصل براث در لوله هاي آزمايش وارد نموده، سوسپانسيون ط ماكروديلوشنمحي

ليتر مي  هر ميلي در قارچي سلول 106 گيري شد، كه تقريباً معادل اندازه است % 90 نوري عبور داراي اسپكتروفتومتري

 تكثير كردن، استاندارد از پس زماني فاصله در تا قرار گرفت استفاده مورد بلافاصله بايد شده تهيه تلقيحي مايع باشد.

  صورت نگيرد.
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ميلي ليتر به هركدام از لوله هاي استريل اضافه شد،  1سلول قارچي بود به مقدار  10 6از لوله فوق كه حاوي 

 كه در محيط ماكروديلوشن mg/ml 500تا  mg/ml 01/0 سپس از عصاره هاي متانولي، دي اتيل اتري و آبي با غلظت هاي

ميلي ليتر به لوله هاي فوق افزوده شد. براي در نظر گرفتن شاهد مثبت از داروي ضد قارچ  1براث حل شده بود به مقدار 

نياسين، با غلظت هاي فوق استفاده شد و به عنوان شاهد منفي به يكي از لوله ها ماده فعال بيولوژيك اضافه نگرديد. در 

نيز تنها محيط كشت فاقد ماده موثره و قارچ قرار داده شد تا در صورت آلودگي محيطي خطاي آزمايش  داخل يك لوله

 24درجه سانتي گراد به مدت  26و  25مشخص گردد. سپس سر تمام لوله ها با پنبه بسته شد و در انكوباتور با دماي 

  ساعت قرار داده شد.

انكوباتور خارج شده و كدورت آن ها را مورد بررسي قرار گرفت. لوله ساعت لوله هاي آزمايش از  24پس از 

 براي ادامه كار ساير لوله ها را با لوله مذكور به  .كنترل كه فاقد تركيبات فعال بيولوژيك بوده بسيار كدر شده بودند

، و لوله هايي را كه 11.3بود، شكل  قارچي هرگونه براي آزمايش مرتبه 3 از ميانگيني كه مقايسه شدند چشمي صورت

كدورت داشتند از ادامه كار خارج شدند و لوله هايي كه در آن كدورت ايجاد نشده بود به منظور ادامه كار جدا شدند. 

) كه MIC )Minimum Inhibitory Concentrationلازم به ذكر است غلظت مواد مصرفي در لوله هاي بدون كدورت ميزان 

  افزايش تعداد قارچ ها مي باشد. به معناي ممانعت از رشد و

  

  

  مشاهده كدورت در لوله ها. -6-3شكل 
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آن  در رشدي كه هايي لوله از هركدام از ميكروليتر 10 كشندگي مقدار غلظت حداقل تعيين جهت   

تا  25سپس پليت ها را به انكوباتور منتقل شد و در دماي  گرديد.  سابوردكستروزآگار اضافه  محيط به بود، نشده مشاهده

غلظت كه در آن سبب مرگ قارچ شده به عنوان  ساعت نگهداري شدند. كمترين 24درجه سانتي گراد به مدت  26

MFC  )Minimum fungicidal Concentration) منظور گرديد (Green et al.,  1994.(  
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  .عصاره هاي بيولوژيك MFCو   MICتعيين ميزان  طرح شماتيك -7-3شكل 
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 بررسي خواص ضد ويروسي -3-7

 سنجش پروليفراسيون:  -1-3-7

 ,Cavrois et al, 2004 ;  Morgan et alاستفاده شد( XTT (Roche)براي سنجش ميزان پروليفراسيون سلولها از متد 

تهيه گرديد. به منظور كاهش خطاي آزمايش براي سنجش پروليفراسيون  XTT). به اين منظور آماده سازي محلول 1995

ساعت در  4به هر چاهك، سلولها براي  XTTاز محلول  50µlاز محيط بدون فنول رد استفاده شد. پس از اضافه كردن 

به وسيله  nm 630رفرنس  ODمحيط سلول ها با  OD 450 nmها،  قرار داده شدند. پس از پپتاژ كردن چاهك CO2انكوباتور 

  خوانده شد. ELISA Readerدستگاه 

  

  پلاسميدها: -2-3-7

 gag-pro-polاستفاده شد كه  gag-pro-pol(pSPAX.2از پلاسميد بيان كننده( HIV SCRهاي  براي توليد ويريون

HIV-1 هاي  را كد نمود. پلاسميد ديگري كه براي توليد ويروينSCR  استفاده شد، پلاسميدpmzNL4-3  بود كه حاوي

). از پلاسميد Rezaei et al, 2007بود ( INو RTهاي  به همراه جهش حذفي در توالي كد كننده آنزيم HIVپروويروس 

pMD2.G  نيز براي توليد گليكوپروتئين سطحي ويروسي وزيكولار استوماتيت(VSVG)  استفاده شد. پلاسميدp7HX  نيز

استفاده   GFP Reporterهاي  بود و در اين مطالعه براي توليد ويريون HIV (ENV)كد كننده گليكوپروتئين سطحي ويروس 

  استفاده گرديد.  GFP Reporterبراي توليد پروويروس  pWPXLخواهد شد. پلاسميد 

 

   :كشت سلول -3-3-7
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% 15به همراه  DMEMدر محيط  HEKهاي  كشت داده شدند. سلولHEK293T ، MT-2هاي  در اين مطالعه سلول

FBS  به همراهL-Glutamine هاي  ، پني سيلين و استرپتومايسين نگهداري شدند. در مرحله ترانسفكشن به محيط سلولHEK 

 ،HEPES  اضافه شد. سلولهايMT-2  در محيطRPMI  15به همراه %FBS  ،L-Glutamine استرپتومايسين كشت -و پنسيلين

 نگهداري شدند.  C°37و دماي  CO2%  5 تحت فشار CO2ها در انكوباتور داده شدند. تمامي سلول

  

  ترانسفكشن و توليد ويروس: -4-3-7

با  pMD2.Gو  pmzNL4-3و  pSPAX.2، پلاسميدهاي  VSVGسودوتايپ شده با  SCR HIVهاي  براي توليد ويريون

. در شدانجام  (Qiagene)ترانسفكت شد. ترانسفكشن توسط ليپوفكت  HEK293Tهاي مشخص، همزمان به سلولهاي  نسبت

، 24هاي  هاي حاوي ويروس در ساعت سوپ ها اضافه شد. به محيط سلول 25mMبه ميزان  HEPESمرحله ترانسفكشن ، 

ها، سوپ حاوي  ). براي تغليظ ويروسCampbell et al,2007. (گرديدها اضافه  جمع آوري و محيط تازه به سلول 72و  48

. پس از اتمام سانتريفيوژ سوپ روي ندسانتريفيوژ شد C°4و در دماي  g 103 × 60 ساعت با نيروي 2ويروس فيلتر و براي 

 RPMIها در  . پلت ويروسداده شدسوپ اوليه قرار  30mlبه  1mlبا نسبت  RPMIت ويروسي برداشته واين پلت در يپل

 .باز شد C°4در دماي در يك شب  gentle vortexتوسط 

 

  تركيبات و طراحي آزمايشات: -5-3-7

حل شدند.   dimethyl sulfoxide (DMSO) در mg/ml 500تا  mg/ml 01/0هاي مختلف  تمامي تركيبات با غلظت

كه از قرص هاي كلينيكال استخراج شده است به عنوان كنترل مثبت بازدارندگي  DMSOمحلول در  (NVP)نويراپين 

تمامي آزمايشات به شكل سه تايي انجام شدند. % به عنوان كنترل منفي استفاده شد. 1با غلظت نهايي  DMSOويروس و 

 CC50 (cytotoxicity capacityبه طور جداگانه بررسي شد. بر اساس اين بررسي  MT-2هاي  سميت تركيبات روي سلول
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سميت داشته است. بر  %50هاي هدف  دهد كه براي سلول در واقع غلظتي از تركيب را نشان مي CC50محاسبه شد.   (50%

در واقع غلظتي از تركيب را نشان  IC50براي تركيبات محاسبه شد.  IC50 (inhibitory capacity 50%)بررسيها  اساس اين

 IC50بر  CC50اثر بازدارندگي روي ويروس داشته است.  با انجام محاسبه رياضي شامل تقسيم  %50دهد كه تا حد  مي

يا  TI. بر اساس شاخص (CC50/IC50=TI or SI)بدست خواهد آمد  SI(Selectivity Index)و يا   TI(therapeutic index)شاخص 

SI هاي مختلف بررسي و باهم مقايسه خواهد شد ( اثر ضد ويروسي عصاره Zhao et al, 2005; Georgiou  et al, 2000   .(  
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  فصل چهارم

 نتايج

 

  شناسايي اسفنج: -4-1

 مشاهده شده به روش هضم توسط ماده سفيد كننده:اسپيكول هاي كلسيمي  -1-4-1

در لام هاي تهيه شده به منظور مشاهده اسپيكول هاي كلسيمي تعداد اسپيكول هاي مشاهده شده بسيار اندك و 

ميكرومتر و   2تا  1مشاهده مي گردد در گروه ميكرواسكلر به نام رابد در اندازه  2همان طور كه در شكل 

 ميكرومتر مشاهده مي گردد. 8تا  4در اندازه هاي  ميكرواسكلرهاي سوزني

  

  

)، اسپيكول هاي كلسيمي با ميكروسكوپ aاسپيكول هاي كلسيمي با ميكروسكوپ نوري ( -1-4شكل 

  ).bالكتروني (

  

   اسپيكول هاي سيليسي مشاهده شده به روش هضم اسيدي: -2-4-1
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 50تا  30گيرند،  از لحاظ اندازه در گروه هاي اسپيكول هاي مونوآكسون كه در گروه مگااسكر قرار مي 

. مشاهده مي گردد در 3ميكرومتر طبقه بندي شدند. همان طور كه در شكل  120تا  90ميكرومتر و  70تا  50ميكرومتر، 

  لام هاي بررسي شده تعداد اسپيكول هاي مشاهده شده نسبت به اسپيكول هاي كلسيمي بسيار بيشتر بودند.

  

  

  

با  سيليسي)، اسپيكول هاي aسپيكول هاي سيليسي مشاهده شده با ميكروسكوپ نوري (ا-2-4شكل 

  ).bميكروسكوپ الكتروني (

  

و با توجه به اسپيكول هاي جداسازي شده و مرفولوژي  2000با استفاده از كليد شناسايي هوپر در سال   

هاي بزرگ مشخص گرديد كه نمونه به گونه  ايل به بنفش نمونه، بافت انعطاف پذير و اسكلوممصورتي مت اسفنج؛ رنگ

Dysidea pallescens .متعلق مي باشد   
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  متري جزيره هنگام. 20در عمق  Dysidea pallescensاسفنج -3-4شكل 

   

  

  

 موجود در عصاره دي اتيل اتريبيعي بات طكيتريي شناسا -4-2

مي  GC/MSنتايج و تركيبات موجود در عصاره دي اتيل اتري كه با استفاده از اطّلاعات داده شده توسط دستگاه 

 باشد به شرح زير شناسايي شده است:
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  گازي عصاره دي اتيل اتري  مكروماتوگرا -4-4 شكل 

 .Dysidea pallescens اسفنج

  

  

  

  چ
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در عصاره مورد نظر  98و با كيفيت %% 84/7به مقدار  ،)=Eicosane )Icosane IUPACتركيب  .1

  سنجيده شده است.

  

  

  .Eicosaneتركيب  طيف جرم -5-4شكل 

  

  

  

 -[Digitoxin  )14-hydroxycard-20(22)-enolide 2,6-dideoxy-β-D-ribo-hexopyranosyl)oxyتركيب  .2

(3β,5β)-3-[(O-2,6-dideoxy- β-D-ribo-hexapyranosyl-(1->4)- IUPAC=( ، و با 56/20به مقدار %

  % در عصاره مورد نظر سنجيده شده است.99كيفيت 
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  .Digitoxinتركيب طيف جرم  -6-4شكل 

% در 98% و با كيفيت 63/2به مقدار ،  Bis (2- Ethylhexyl) phthalate  )IUPAC= Bis(2-ethylhexyl).  تركيب 3

  عصاره مورد نظر سنجيده شده است.

 

  

  . Bis (2- Ethylhexyl) phthalate تركيبطيف جرم  -7-4شكل 

  

  

% و 63/18مقـدار   به  ،)=Ricinoleic acid )(9Z,12R)-12-Hydroxyoctadec-9-enoic acid IUPAC. تركيب 4

 % در عصاره مورد نظر سنجيده شده است.99با كيفيت 
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  . Ricinoleic acidتركيبطيف جرم  -8-4شكل 

  

  

-Vitamine A aldehyde )(2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-trimethylcyclohexen-1-yl)nona-2,4,6,8. تركيب 5

tetraenal IUPAC=( ،  در عصاره مورد نظر سنجيده شده است.99% و با كيفيت 42/28به مقدار % 

  

  

  .Vitamine A aldehyde تركيبطيف جرم  -9-4شكل 

  

  

% و با 16/29، به مقدار C27H46O) با فرمول شيميايي =Cholesterol )(3β)-cholest-5-en-3-ol IUPAC . تركيب 6

  % در عصاره مورد نظر سنجيده شده است.99كيفيت 
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  .Cholesterolتركيب  طيف جرم  -10-4شكل 

  

  

  

  

  Dysidea pallescensبررسي اثر سيتوتوكسيك عصاره هاي اسفنج  -4-3

 

) كه HUT-78/ C185) و لنفوسيتي (KB/ C152سلول هاي طبيعي سرطاني اپيدرموييد دهان انسان ( 11-3در شكل 

  توسط ميكروسكوپ اينورت بررسي شدند، مشاهده مي گردد.  
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  قبل از افزودن عصاره. )b( HUT-78و   )KB )aسلول هاي  -11-4شكل 

                    

          

روي  XTTحاصل از آزمون آزمون  690نانومتر و  490خوانده شده توسط دستگاه الايزا در طول موج  ODنتايج 

) با غلظت هاي مختلف عصاره هاي HUT-78/ C185) و لنفوسيتي (KB/ C152سلول هاي سرطاني اپيدرموييد دهان انسان (

  نشان داده شده است.  3-3و  2-3در جداول   Dysidea pallescensاسفنج 

  

  

  

  

  

  تعيين شده توسط دستگاه الايزا عصاره هاي  ODميزان  -1-4جدول 

  .Dysidea pallescens اسفنج

  

 nm  540 در طول موج OD  ماده موثر nm  540 در طول موج OD  ماده موثر

(شاهد  µg/ml0 دي اتيل اتري 

  منفي)

 µg/ml50 2/2متانول    8/2

 µg/ml100 1/2متانول   µg/ml1 8/2دي اتيل اتري 
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 µg/ml200 7/1متانول   µg/ml4  5/2دي اتيل اتري 

 µg/ml300 5/1متانول   µg/ml10 3/2دي اتيل اتري  

 µg/ml400 3/1متانول   µg/ml 20 1/2دي اتيل اتري  

 µg/ml500   2/1 متانول  µg/ml50 9/1دي اتيل اتري  

 µg/ml1 5/2سيكلوسپورين  µg/ml100 7/1دي اتيل اتري  

 µg/ml4  4/2سيكلوسپورين  µg/ml200 4/1دي اتيل اتري  

 µg/ml10 2/2سيكلوسپورين   µg/ml300 2/1دي اتيل اتري  

 µg/ml 20 1/2سيكلوسپورين   µg/ml400 1/1دي اتيل اتري  

 µg/ml50 9/1سيكلوسپورين   µg/ml500   9/0دي اتيل اتري  

 µg/ml100 6/1سيكلوسپورين   8/2  (شاهد منفي) µg/ml0 متانول 

 µg/ml200 3/1سيكلوسپورين   µg/ml1 8/2  متانول

 µg/ml300 1/1سيكلوسپورين   µg/ml4 6/2  متانول

 µg/ml400 9/0سيكلوسپورين   µg/ml10 6/2متانول  

 µg/ml500   7/0  سيكلوسپورين µg/ml 20 4/2متانول  

  

  

   Dysidea pallescensعصاره هاي اسفنج  IC50ميزان  -2-4جدول 

  .HUT-78/ C185روي سلول 
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 )IC50درصد كشندگي (  ماده موثر )IC50درصد كشندگي (  ماده موثر

(شاهد  µg/ml0 دي اتيل اتري 

  منفي)

 µg/ml50  42/21 متانول   0

 µg/ml100 25متانول   µg/ml1 0دي اتيل اتري 

 µg/ml200 28/39متانول   µg/ml4  71/10دي اتيل اتري 

 µg/ml300 42/46متانول   µg/ml10 85/17دي اتيل اتري  

 µg/ml400 57/53متانول   µg/ml 20 25دي اتيل اتري  

 µg/ml500   14/57 متانول  µg/ml50 14/32دي اتيل اتري  

 µg/ml1 71/10سيكلوسپورين  µg/ml100 28/39دي اتيل اتري  

 µg/ml4  28/14سيكلوسپورين  µg/ml200 50دي اتيل اتري  

 µg/ml10 42/21سيكلوسپورين   µg/ml300 14/57دي اتيل اتري  

 µg/ml 20 28/14سيكلوسپورين   µg/ml400 07/60دي اتيل اتري  

 µg/ml50 25سيكلوسپورين   µg/ml500   85/67دي اتيل اتري  

 µg/ml100 14/32سيكلوسپورين   µg/ml0 0 متانول 

 µg/ml200 85/42سيكلوسپورين    µg/ml1  0  متانول

 µg/ml300 57/53سيكلوسپورين   µg/ml4 14/7متانول  

 µg/ml400 71/60سيكلوسپورين   µg/ml 10 14/7متانول  

 µg/ml500   85/67  سيكلوسپورين µg/ml20 28/14متانول  
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  .HUT-78روي سلول  Dysidea pallescensعصاره دي اتيل اتري اسفنج  IC50. تعيين ميزان 1-4نمودار 

  

  

  

  .HUT-78روي سلول  Dysidea pallescensعصاره متانولي اسفنج  IC50. تعيين ميزان 2-4نمودار 
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  .HUT-78تركيب سيكلوسپورين روي سلول  IC50. تعيين ميزان 3-4نمودار 

  

 50همان طور كه نتايج نشان مي دهد عصارة دي اتيل اتري داراي اثرات ممانعت كنندگي از رشد پنجاه درصد (

IC برابر (g/mlµ200 متانولي ،g/mlµ335  ) 50و اثر ممانعت كنندگي از رشد پنجاه درصد IC تركيب تجاري (

  مي باشد. g/mlµ 275 سيتوتوكسيك سيكلوسپورين برابر
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 -490در طول موج  Dysidea pallescensتعيين شده توسط دستگاه الايزا عصاره هاي اسفنج  ODميزان  -3-4جدول 

  .KBروي سلول  نانومتر 690

 nm  540 در طول موج OD  ماده موثر nm  540 در طول موج OD  ماده موثر

(شاهد  µg/ml0 دي اتيل اتري 

  منفي)

 µg/ml50 4/2متانول    3

 µg/ml100 2متانول   µg/ml1 3دي اتيل اتري 

 µg/ml200 9/1متانول   µg/ml4  3دي اتيل اتري 

 µg/ml300 6/1متانول   µg/ml10 2/8دي اتيل اتري  

 µg/ml400 4/1متانول   µg/ml 20 6/2دي اتيل اتري  

 µg/ml500   1/1 متانول  µg/ml50 2/3دي اتيل اتري  

 µg/ml1 9/2سيكلوسپورين  µg/ml100 2/1دي اتيل اتري  

 µg/ml4  6/2سيكلوسپورين  µg/ml200 9/1دي اتيل اتري  
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 µg/ml10 4/2سيكلوسپورين   µg/ml300 6/1دي اتيل اتري  

 µg/ml 20 2/2سيكلوسپورين   µg/ml400 2/1دي اتيل اتري  

 µg/ml50 1/9سيكلوسپورين   µg/ml500   1/1دي اتيل اتري  

 µg/ml100 1/7سيكلوسپورين   3  (شاهد منفي) µg/ml0 متانول 

 µg/ml200 1/3سيكلوسپورين   µg/ml1 3  متانول

 µg/ml300 1سيكلوسپورين   µg/ml4 2/9  متانول

 µg/ml400 0.8سيكلوسپورين   µg/ml10 2/9متانول  

 µg/ml500   0.6  سيكلوسپورين µg/ml 20 7/2متانول  

  

  

  .KBروي سلول  Dysidea pallescensعصاره هاي اسفنج  IC50ميزان  -4-4جدول 

 )IC50درصد كشندگي (  ماده موثر )IC50درصد كشندگي (  ماده موثر

(شاهد  µg/ml0 دي اتيل اتري 

  منفي)

 µg/ml50  20متانول    0

 µg/ml100 33/33متانول   µg/ml1 0دي اتيل اتري 

 µg/ml200 66/36متانول   µg/ml4  0دي اتيل اتري 

 µg/ml300 66/46متانول   µg/ml10 66/6دي اتيل اتري  

 µg/ml400 33/53متانول   µg/ml 20 33/13دي اتيل اتري  
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 µg/ml500   33/63 متانول  µg/ml50 33/23دي اتيل اتري  

 µg/ml1 3/33سيكلوسپورين  µg/ml100 30دي اتيل اتري  

 µg/ml4  13/33سيكلوسپورين  µg/ml200 66/36دي اتيل اتري  

 µg/ml10 20سيكلوسپورين   µg/ml300 66/46دي اتيل اتري  

 µg/ml 20 26/67سيكلوسپورين   µg/ml400 60دي اتيل اتري  

 µg/ml50 36/67سيكلوسپورين   µg/ml500   33/63دي اتيل اتري  

 µg/ml100 43/33سيكلوسپورين   0 (شاهد منفي) µg/ml0 متانول 

 µg/ml200 56/67سيكلوسپورين   µg/ml1 0 متانول 

 µg/ml300 66/67سيكلوسپورين   µg/ml4  3/33  متانول

 µg/ml400 70/33سيكلوسپورين   µg/ml10 3/33متانول  

 µg/ml500   80  سيكلوسپورين µg/ml 20 10متانول  
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  .KBروي سلول  Dysidea pallescensعصاره دي اتيل اتري اسفنج  IC50 . تعيين ميزان4-4نمودار 

  

  

  

  

   Dysidea pallescensعصاره متانولي اسفنج  IC50. تعيين ميزان 5-4نمودار 
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  .KBروي سلول 

  

  

  

  .KBتركيب سيكلوسپورين روي سلول  IC50. تعيين ميزان 6-4نمودار 

  

  

 50همان طور كه نتايج نشان مي دهد عصارة دي اتيل اتري داراي اثرات ممانعت كنندگي از رشد پنجاه درصد (

IC برابر (g/mlµ325 متانولي ،g/mlµ375 ) 50و اثر ممانعت كنندگي از رشد پنجاه درصد IC تركيب تجاري (

  مي باشد. g/mlµ 135سيتوتوكسيك سيكلوسپورين برابر
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  Dysidea pallescensبررسي اثر ضدباكتري عصاره هاي اسفنج  -4-4 

. حداقل غلظت 6.4)  و در جدول MICحداقل غلظت ممانعت كنندگي از رشد باكتري هاي ( 5.4در جدول 

  )  مورد آزمايش  عصاره هاي اسفنجي فصل تابستان مشاهده مي گردد. MBCكشندگي باكتري ها (

  

) -(( Dysidea pallescensعصاره هاي اسفنج  از رشد باكتري  كنندگيحداقل غلظت ممانعت  -5-4جدول 

  نمونه هاي فاقد كدورت،(+) نمونه هايي كه كدورت در آن ها

  مشاهده شده). 

 Escherichia  عصاره اسفنج

coli  
Pseudomonas 

aeruginosa  
  Staphylococcus 

 aureus  
Bacillus 

subtilis  

 +  + +  +  mg/ml 01/0متانولي 

 + + + + mg/ml 05/0متانولي 

 + + + + mg/ml 1/0متانولي 

 + + + + mg/ml 5/0متانولي 

 + + + + mg/ml 75/0متانولي 

 + + +  + mg/ml 5/1متانولي 
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 + + + +  mg/ml 2متانولي  

 + + + +   mg/ml 3متانولي   

 + + + +   mg/ml 5متانولي   

 - + + +   mg/ml 10متانولي   

 - + +  -    mg/ml20متانولي   

  - + + -   mg/ml 30متانولي   

  - + + -   mg/ml 40متانولي   

  - + + -   mg/ml 50متانولي   

 +  + + +  mg/ml 01/0دي اتيل اتري 

 + + +  + mg/ml 05/0دي اتيل اتري 

 + + + + mg/ml 1/0دي اتيل اتري 

 + + + + mg/ml 5/0دي اتيل اتري 

 + + + + mg/ml 75/0دي اتيل اتري 

 +  + + + mg/ml 5/1دي اتيل اتري 

 +  - +  +  mg/ml 2دي اتيل اتري  

 +  - + +   mg/ml 3دي اتيل اتري  

  +  - + +   mg/ml 5دي اتيل اتري  

  -  - + +   mg/ml 10دي اتيل اتري   

  -  - +  -    mg/ml20دي اتيل اتري   

  -  - +  -   mg/ml 30دي اتيل اتري   

  -  - +  -   mg/ml 40دي اتيل اتري   
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  -  - +  -   mg/ml 50دي اتيل اتري   

 + + +  +  mg/ml 01/0آبي  

 + + + + mg/ml 05/0 آبي 

 + + + + mg/ml 1/0 آبي 

 + + + + mg/ml 5/0 آبي 

 + + + + mg/ml 75/0 آبي 

 + + +  + mg/ml 5/1آبي 

 + + + +  mg/ml 2آبي  

 + + + +   mg/ml 3 آبي

 + + + +   mg/ml 5 آبي 

 + + + +   mg/ml 10آبي   

 + + +  +    mg/ml20آبي   

 + + + +   mg/ml30 آبي 

 + + + +   mg/ml 40آبي   

 + + + +   mg/ml50 آبي 

 +  + +  + mg/ml 01/0آمپي سيلين 

 + + + +  mg/ml 05/0آمپي سيلين 

 + + + +  mg/ml 1/0آمپي سيلين

 + + + +  mg/ml 5/0 آمپيسيلين

 +  - +  -  mg/ml75 /0آمپي سيلين 

 -  -  -  -  mg/ml 5/1آمپي سيلين 
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 -  -  -  -  mg/ml 2آمپي سيلين 

 -  -  -  - mg/ml 3آمپي سيلين 

 -  -  -  - mg/ml 5آمپي سيلين 

 -  -  -  - mg/ml 10آمپي سيلين 

 -  -  -  - mg/ml 20آمپي سيلين 

 -  -  -  - mg/ml 30آمپي سيلين 

 -  -  -  - mg/ml 40آمپي سيلين 

 -  -  -  -  mg/ml 50آمپي سيلين 

 +  + +  +  mg/ml 01/0تتراسايكلين

 + + + +  mg/ml 05/0تتراسايكلين

 + + + +  mg/ml1/0تتراسايكلين

 + + + +  mg/ml 5/0تتراسايكلين

 +  - +  -  mg/ml75/0تتراسايكلين

 -  -  -  -  mg/ml 5/1تتراسايكلين

 -  -  -  -  mg/ml2 تتراسايكلين

 -  -  -  - mg/ml3 تتراسايكلين

 -  -  -  - mg/ml5 تتراسايكلين

 -  -  -  - mg/ml10 تتراسايكلين

 -  -  -  - mg/ml20 تتراسايكلين

 -  -  -  - mg/ml30 تتراسايكلين

 -  -  -  - mg/ml40 تتراسايكلين
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 -  -  -  -  mg/ml50 تتراسايكلين

  

  

) عصاره MICبرداشت مي شود؛ حداقل غلظت ممانعت كنندگي از رشد باكتري (. 5.4همان طور كه از جدول 

مي باشد و عصاره آبي نسبت به باكتري  mg/ml 20برابر  Escherichia coliهاي دي اتيل اتري و متانولي براي باكتري 

 mg/mlشاهد مثبت در غلظت مذكور هيچ گونه اثري را از خود نشان نداده اند. آنتي بيوتيك هاي مورد استفاده به عنوان 

  از رشد باكتري ها جلوگيري نموده اند. 75/0

  

 Bacillus  ) عصاره دي اتيل اتري و متانولي براي باكتريMICحداقل غلظت ممانعت كنندگي از رشد باكتري (

subtilis  برابرmg/ml 10 ان نداده اند. آنتي مي باشد، اما عصاره آبي نسبت به باكتري مذكور هيچ گونه اثري را از خود نش

  از رشد باكتري ها جلوگيري نموده اند. mg/ml 5/1بيوتيك هاي مورد استفاده به عنوان شاهد مثبت در غلظت 

  

 Staphylococcus) عصاره دي اتيل اتري براي باكتري MICحداقل غلظت ممانعت كنندگي از رشد باكتري (

aureus  برابرmg/ml 2 ي  و آبي نسبت به باكتري مذكور هيچ گونه اثري را از خود نشان مي باشد، و عصاره هاي متانول

از رشد باكتري ها جلوگيري  mg/ml 75/0نداده اند. آنتي بيوتيك هاي مورد استفاده به عنوان شاهد مثبت در غلظت 

  نموده اند.

از خود نشان نداده  Pseudomonas aeruginosaعصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري هيچ گونه اثري روي باكتري 

  اثر باكتريوسيدي از خود نشان داده اند. mg/ml3اند، آنتي بيوتيك هاي مورد استفاده به عنوان شاهد مثبت در غلظت 



٨٢ 

 

  

  

  .Dysidea pallescens حداقل كشندگي باكتريايي عصاره هاي اسفنج  -6-4جدول 

  غلظت عصاره اسفنجي باكتري تعداد كلوني

)MBC(  

0  Staphylococcus aureus     دي اتيل اتريmg/ml 10  

0  Bacillus subtilis     دي اتيل اتريmg/ml 30  

0  Escherichia coli  آمپي سيلينmg/ml 5/1 

0  Staphylococcus aureus   آمپي سيلينmg/ml 5/1 

0 Bacillus subtilis  آمپي سيلينmg/ml 2 

0 Pseudomonas aeruginosa  آمپي سيلينmg/ml 3 

0  Escherichia coli  تتراسايكلين mg/ml 5/1 

0  Staphylococcus aureus   تتراسايكلين mg/ml 5/1 

0 Bacillus subtilis  تتراسايكلينmg/ml 2 

0 Pseudomonas aeruginosa  تتراسايكلينmg/ml 3 

  

) عصاره دي اتيل اتري MBC. برداشت مي شود؛ حداقل غلظت كشندگي باكتري (6.4همان طور كه از جدول 

مي باشد، اما عصاره هاي متانولي و آبي اثر باكتريوسيدي از خود نشان نداده mg/ml 30برابر  Bacillus subtilis براي باكتري

  اثر باكتريوسيدي از خود نشان داده اند. mg/ml2اند. آنتي بيوتيك هاي مورد استفاده به عنوان شاهد مثبت در غلظت 
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برابر  Staphylococcus aureus) عصاره دي اتيل اتري براي باكتري  MBCكشندگي باكتري ( حداقل غلظت

mg/ml10  مي باشد، اما عصاره هاي متانولي و آبي اثر باكتريوسيدي از خود نشان نداده اند. آنتي بيوتيك هاي مورد

  ان داده اند.اثر باكتريوسيدي از خود نش mg/ml 5/1استفاده به عنوان شاهد مثبت در غلظت 

و   Pseudomonas aeruginosaعصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري هيچ گونه اثري روي باكتري هاي  

Escherichia coli  از خود نشان نداده اند، آنتي بيوتيك هاي مورد استفاده به عنوان شاهد مثبت در غلظتmg/ml3  و

mg/ml5/1 .اثر باكتريوسيدي از خود نشان داده اند  

  

  

  

  

  Dysidea pallescensبررسي اثر ضدقارچ عصاره هاي اسفنج  -4-5 

حداقل غلظت كشندگي  8.4)  و در جدول MICحداقل غلظت ممانعت كنندگي از رشد قارچ ( 7.4در جدول 

 )  مورد آزمايش  عصاره هاي اسفنجي فصل تابستان مشاهده مي گردد. MFCقارچي (

 

) نمونه هاي -( ( Dysidea pallescens عصاره هاي اسفنج از قارچ حداقل غلظت ممانعت كنندگي  -7-4جدول 

  فاقد كدورت،(+) نمونه هايي كه كدورت

  در آن ها مشاهده شده). 

 Candida albicans  Aspergillus fumigatus  عصاره اسفنج
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 + +  mg/ml 01/0متانولي 

 + + mg/ml 05/0متانولي 

 + + mg/ml 1/0متانولي 

 - + mg/ml 5/0متانولي 

 - - mg/ml 75/0متانولي 

 - - mg/ml 5/1متانولي 

 - -  mg/ml 2متانولي  

 - -   mg/ml 3متانولي   

 - -   mg/ml 5متانولي   

 - -   mg/ml 10متانولي   

 - -    mg/ml20متانولي   

 - -   mg/ml 30متانولي   

 - -   mg/ml 40متانولي   

 - -   mg/ml 50متانولي   

 + +  mg/ml 01/0دي اتيل اتري 

 + + mg/ml 05/0دي اتيل اتري 

 + + mg/ml 1/0دي اتيل اتري 

 + + mg/ml 5/0دي اتيل اتري 

 + + mg/ml 75/0دي اتيل اتري 

 + + mg/ml 5/1دي اتيل اتري 

 + +  mg/ml 2دي اتيل اتري  

 + +   mg/ml 3دي اتيل اتري  

 + +   mg/ml 5دي اتيل اتري  
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 + +   mg/ml 10دي اتيل اتري   

 + +    mg/ml20دي اتيل اتري   

 + +   mg/ml 30دي اتيل اتري   

 + +   mg/ml 40دي اتيل اتري   

 + -   mg/ml 50دي اتيل اتري   

 + +  mg/ml 01/0آبي  

 + + mg/ml 05/0 آبي 

 + + mg/ml 1/0 آبي 

 + + mg/ml 5/0 آبي 

 + + mg/ml 75/0 آبي 

 + + mg/ml 5/1آبي 

 + +  mg/ml 2آبي  

 + +   mg/ml 3 آبي

 + +   mg/ml 5 آبي 

 + +   mg/ml 10آبي   

 + +    mg/ml20آبي   

 + +   mg/ml30 آبي 

 + +   mg/ml 40آبي   

 + +   mg/ml50 آبي 

 + + mg/ml 01/0 نياسين

 + +  mg/ml 05/0 نياسين 

 + +  mg/ml 1/0 نياسين 
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 - -  mg/ml 5/0 نياسين 

 - -  mg/ml75 /0  نياسين

 - -  mg/ml 5/1 نياسين 

 - -  mg/ml 2 نياسين 

 - - mg/ml 3 نياسين 

 - - mg/ml 5 نياسين 

 - - mg/ml 10 نياسين 

 - - mg/ml 20 نياسين 

 - - mg/ml 30 نياسين 

 - - mg/ml 40 نياسين 

 - -  mg/ml 50 نياسين 

  

  

) عصاره MIC. برداشت مي شود؛ حداقل غلظت ممانعت كنندگي از رشد قارچ (7.4همان طور كه از جدول 

مي باشد، و عصاره هاي متانولي و آبي نسبت به قارچ مذكور  mg/ml 5/0برابر  Aspergillus fumigatusمتانولي براي قارچ 

از  mg/ml 5/0هيچ گونه اثري را از خود نشان نداده اند.  تركيب ضدقارچ مورد استفاده به عنوان شاهد مثبت در غلظت 

  رشد قارچ ها جلوگيري نموده است.

  

برابر  Candida albicansتري براي مخمر ) عصاره دي اتيل اMICحداقل غلظت ممانعت كنندگي از رشد قارچ (

mg/ml 50  مي باشد، و عصاره هاي متانولي برابرmg/ml 75/0  مي باشد، اما عصاره آبي نسبت به قارچ مذكور هيچ گونه
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از رشد قارچ  mg/ml 5/0اثري را از خود نشان نداده اند.  تركيب ضدقارچ مورد استفاده به عنوان شاهد مثبت در غلظت 

  گيري نموده است.ها جلو

  

  

  

   حداقل كشندگي قارچي عصاره هاي -8-4جدول 

 .Dysidea pallescens اسفنج 

  غلظت عصاره اسفنجي قارچ تعداد كلوني

)MFC(  

0  Aspergillus fumigatus متانولي mg/ml 5  
0  Candida albicans  متانولي mg/ml 5/1  

0  Aspergillus fumigatus   نياسينmg/ml 75/0  

0  Candida albicans  نياسينmg/ml 75/0  

  

  

) عصاره متانولي براي MFC. برداشت مي شود؛ حداقل غلظت كشندگي قارچي (8.4همان طور كه از جدول 

مي باشد، اما عصاره هاي دي اتيل اتري و آبي اثر قارچ كشي از خود نشان  mg/ml 5برابر  Aspergillus fumigatusقارچ  

  اثر قارچ كشي از خود نشان داده اند. mg/ml 75/0نداده اند. نياسين مورد استفاده به عنوان شاهد مثبت در غلظت 
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مي باشد،  mg/ml 5/1برابر  Candida albicans) عصاره متانولي براي مخمر MFCحداقل غلظت كشندگي قارچي (

اما عصاره هاي دي اتيل اتري و آبي اثر قارچ كشي از خود نشان نداده اند. نياسين مورد استفاده به عنوان شاهد مثبت در 

  اثر قارچ كشي از خود نشان داده اند. mg/ml 75/0غلظت 

 

 

 

 

 

   Dysidea pallescensبررسي اثر ضد ويروس عصاره هاي اسفنج  -4-6 

 

  .MT-2روي سلول هاي  Dysidea pallescens تعيين شده عصاره هاي اسفنج  CC50. ميزان -9-4جدول 

 CC50  ماده موثر CC50  ماده موثر

(شاهد  µg/ml0 دي اتيل اتري 

  منفي)

 µg/ml1 0 متانول   0

  -µg/ml4  57/3  متانول µg/ml1 0دي اتيل اتري 

 -µg/ml10 57/3متانول   µg/ml4  14/7دي اتيل اتري 

 µg/ml 20 0متانول   µg/ml10 71/10دي اتيل اتري  

 µg/ml50 0متانول   µg/ml 20 29/14دي اتيل اتري  

(شاهد  µg/ml0 متانول  µg/ml50 25دي اتيل اتري  

  منفي)

0 
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 µg/ml100 0متانول   µg/ml100 14/32دي اتيل اتري  

 µg/ml200 71/10متانول   µg/ml200 29/39دي اتيل اتري  

 µg/ml300 28/14متانول   µg/ml300 43/46دي اتيل اتري  

 µg/ml400 14/32متانول   µg/ml400 14/57دي اتيل اتري  

 µg/ml500   71/60 متانول  µg/ml500   86/67دي اتيل اتري  
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روي سلول هاي  Dysidea pallescens تعيين شده عصاره دي اتيل اتري اسفنج  CC50 . تعيين ميزان7-4نمودار 

MT-2.  

  

  

  

  .MT-2روي سلول هاي   Dysidea  pallescens تعيين شده عصاره متانولي اسفنج  CC50. تعيين ميزان 8-4نمودار 

  

  

  

همان طور كه نتايج نشان مي دهد عصارة دي اتيل اتري فصل داراي اثرات ممانعت كنندگي از رشد پنجاه 

  مي باشد. g/mlµ364، و اثر ممانعت كنندگي از رشد پنجاه درصد عصاره متانولي برابر g/mlµ325) برابر 50CCدرصد (
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  .MT-2روي سلول هاي  Dysidea pallescens عصاره هاي اسفنج  IC50ميزان  -10-4جدول 

 )IC50درصد كشندگي (  ماده موثر )IC50درصد كشندگي (  ماده موثر

(شاهد  µg/ml0 دي اتيل اتري 

  منفي)

(شاهد  µg/ml0 متانول   0

  منفي)

0 

 µg/ml1 0 متانول  µg/ml1 0دي اتيل اتري 

 µg/ml4  0  متانول  -µg/ml4  57/3دي اتيل اتري 

 µg/ml10 57/3متانول   µg/ml10 10/7دي اتيل اتري  

 µg/ml 20 14/7متانول   µg/ml 20 14/7دي اتيل اتري  

 µg/ml50 29/14متانول   µg/ml50 14/7دي اتيل اتري  

 µg/ml100 43/21متانول   µg/ml100 86/17دي اتيل اتري  

 µg/ml200 57/28متانول   µg/ml200 25دي اتيل اتري  

 µg/ml300 71/35متانول   µg/ml300 14/32دي اتيل اتري  

 µg/ml400 86/42متانول   µg/ml400 29/39دي اتيل اتري  

 µg/ml500   14/57 متانول  µg/ml500   50دي اتيل اتري  
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  .MT-2روي سلول هاي  Dysidea pallescens  عصاره دي اتيل اتري اسفنج IC50. تعيين ميزان 9.4نمودار 

  

  

  

  .MT-2روي سلول هاي  Dysidea pallescens عصاره متانولي اسفنج IC50. تعيين ميزان 10-4نمودار 
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اتيل اتري فصل داراي اثرات ممانعت كنندگي از رشد پنجاه  همان طور كه نتايج نشان مي دهد عصارة دي

 مي باشد. g/mlµ475، و اثر ممانعت كنندگي از رشد پنجاه درصد عصاره متانولي برابر g/mlµ500) برابر 50ICدرصد (

  باشد.مي 1/30، و عصاره متانولي برابر 65/.برابر  SIهمان طور كه نتايج نشان مي دهد عصارة دي اتيل اتري فصل 
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  فصل پنجم

  بحث

  

تا كنون تركيبات بسياري با خواص بيولوژيك از موجودات دريايي نظير؛ مرجان ها، خرگوش دريايي، خيار 

). بررسي هاي انجام شده Faulkner, 2001دريايي، خارپوستان، آب فشان هاي دريايي، كوسه ها و ... استخراج شده است(

به ويژه  47متابوليت هاي ثانويه آبزيان نشان مي دهد كه بي مهرگان و در بين آن ها جانداران چسبيده به بستردر رابطه با 

). از آنجا كه اسفنج al., 2000 West etاسفنج ها بيشترين متابوليت هاي ثانويه با خواص دارويي را از خود ترشح مي كنند(

ندارند، لذا بايد طوري عمل نمايند كه بتواند در مقابل عوامل خارجي مانند ها توان جابجايي و مقابله با عوامل مهاجم را 

باكتري ها، قارچ هاي و ساير پاتوژن ها مقاومت نمايد، بنابراين آن ها با توليد متابوليت هاي ثانويه مجهز به يك سيستم 

تركيبات شيميايي استخراج و شناسايي شده )، كه بشر امروزه از اين Blunt et al., 2007ايمني بسيار شگفت انگيز شده اند (

  از جانداران دريايي كه شامل تركيبات ساده و پيچيده شيميايي هستند به عنوان تركيبات دارويي استفاده مي نمايد.

  

منتشر شد و به دنبال آن بررسي در رابطه با  1950اولين گزارش از استخراج تركيبات دريايي در اوايل دهه 

ژيك متابوليت هاي ثانويه ادامه يافت، تعداد بسيار زيادي از اين تركيبات كه داراي فعاليت هاي زيستي فعاليت ها بيولو

مي باشند به اسفنج ها متعلق بوده و برخي از آن ها به عنوان تركيبات دارويي انتخاب شده در حال سپري نمودن مراحل 

محلول در دي  اين پژوهش به شناسايي متابوليت هاي ثانويه ). درMunro et al., 1999و  Faulkner, 2001آزمايشي هستند(

                                                 
47

  sessile 
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و بررسي خواص بيولوژيك عصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري و آبي پرداخته شد،  Dysidea pallescens  اتيل اتر اسفنج

بررسي و در بررسي ها و مطالعات انجام شده مشخص گرديد كه تا كنون مطالعه اي در رابطه با بررسي تركيبات و 

  خواص خواص بيولوژيك اين گونه از اسفنج انجام نشده است. 

  

مشخص  GC-MSبا استفاده از  Dysidea pallescens شناسايي تركيبات عصاره دي اتيل اتري اسفنج در كار حاضر 

 63/18درصد گليكوزيد قلبي،  56/20درصد ويتامين ها،  42/28درصد آلكان ها،  84/7شد تركيبات غير قطبي شامل؛ 

  درصد استرها مي باشد.  63/2درصد كلسترول و  26/29درصد اسيدهاي چرب غير اشباع، 

  

ات غير قطبي و نيمه قطبي كه روي شناسايي تركيب 2012در مطالعه انجام شده كه توسط راني و سلوين در سال 

با استفاده از دستگاه كروماتوگرافي گازي انجام شد مشخص گرديد كه اين تركيبات شامل  Axinella donaniاسفنج گونه 

 - 2(-5، 53، نونان52ايزوبوتيل نونان -5، 51تري متيل دكان -7، 3، 2، 50، ام دي ترت بوتيل بنزن49، دودكان 48پنتادكان

اتيل هگزيل  -2، 57، اسيد سولفروس56دكان -دي متيل -7، 3، 55دكان -متيل -2-بوتيل -4، 54متيل پروپيل) اكتان

 مي باشند.  62و تترادكان 61، نونادكان60متيل دكان 3 -اتيل -3، 59، هپتادكان58ايزوهگزيل اتر
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يج از جزيره فارور در خل  Iophon laevistylusدر مطالعه ديگري كه در ارتباط با عصاره دي اتيل اتري اسفنج 

63% تركيبات غيرقطبي موجود در اين اسفنج به گروه ترپن ها95فارس انجام گرديد مشخص شد كه 
و هيدارت هاي   

كربن متعلق مي باشد و ساير تركيبات در گروه اسيدهاي چرب قرار مي گيرند. بيشترين تركيبات موجود در عصاره دي 

درصد گزارش شده  47/7به مقدار  64نرمال تترادكاندرصد و  76/7اتيل اتري نمونه مذكور تري دكان به مقدرا 

  ).Nazemi et al., 2010است(

 

بررسي هاي فوق نشان مي دهد كه تركيبات غيرقطبي و نيمه قطبي موجود در اسفنج ها شامل آلكان ها، الكل 

يق انجام شده در اين هاي چرب، اسيد هاي چرب، ترپنوئيدها، هيدرات هاي كربن، ويتامين ها، استرها و ... مي باشد، تحق

نيز نشان مي دهد كه تركيبات موجود در عصاره دي اتيل اتري شامل آلكان  Dysidea pallescensپروژه در رابطه با اسفنج 

 ها ويتامين هاي دي، گليكوزيد قلبي، اسيدهاي چرب و استرها مي باشد. 

  

گونه هاي مختلف اسفنج در نقاط مختلف  بررسي آماري كه در رابطه با متابوليت هاي ثانويه استخراج شده از

 50دنيا انجام شد نشان مي دهد كه تركيبات غيرقطبي موجود در آن ها به گروه ترپن ها و هيدرات هاي كربن به ميزان 

، آلكان ها و ... متعلق مي باشند. 65%  و مابقي اين تركيبات به گروه پليكتيدها25به ميزان   درصد، اسيدهاي چرب

در واقع   ).Hann et al, 2007و ... قرار مي گيرند(68 ، كتوني67، اسيدي66طبي نيز در گروه هاي استري، آميديتركيبات ق

اين تركيات شيميايي از اسفنج ها دربرابر شكارچيان محافظت مي كند، و سسب شده تا تعدادكمي از جانداران دريايي 

                                                 
63

 Terpenes  
64

 n-Tetradecane      
65

 Polketid  
66

 Amid 
67

 Acid 
68

 Ketone  



٩٧ 

 

استخواني از اسفنج ها تغذيه كنند، از طرف ديگر متابوليت هاي مانند؛ لاك پشت هاي منقاردار و برخي  از ماهي هاي 

  ). Meylan, 1909و et al, 1997  Becerroثانويه از رشد باكتري ها، قارچ ها و انگل جلوگيري مي نمايد(

نتايج آزمايش هاي انجام شده در اين رابطه نشان مي دهد كه خواص بيولوژيك اسفنج ها بسيار گسترده بوده 

ضد  ين ميان مي توان به مهم ترين آن ها كه شامل؛ ضد ويروسي، سيتوتوكسيك، ضد تومور، ضد التهاب، كه در ا

 ). Sipkema et al.,2005و  Carte, 1996مالاريا، ضدباكتري، ضدقارچ و .... مي باشد اشاره نمود(

  

ت. قرار گرفتن يكي از خواص بيولوژيك متداول موجود در تركيبات طبيعي اسفنج ها، سيتوتوكسيك، اس

بسياري از موجودات زنده دريايي، مانند بنتوزها، براي ادامه حيات روي اسفنج ها مستقر مي گردند از آنجا كه اسفنج ها 

هيچ نوع مكانيسم دفاعي و فرار نداشته لذا در طي مسير تكاملي و به منظور ادامه بقا توليد تركيبات شيميايي كه خاصيت 

   ).Raveendran and Limna Mol, 2009نده را دارد ترشح نموده (از بين بردن سلول هاي ز

 

طه با عصاره هاي دي اتيل اتري، به همين منظور در اين تحقيق علمي اين اثر بيولوژيك (سيتوتوكسيك) در راب

 /KBروي سلول هاي سرطاني اپيدرموييد دهان انسان ( XTTبا استفاده از روش  Dysidea pallescensمتانولي و آبي اسفنج  

C152) و لنفوسيتي (HUT-78/ C185.انجام گرديد (  

در  Dysidea pallescensنتايج آزمايش ها نشان مي دهد كه عصاره دي اتيل اتري استخراج شده از اسفنج 

منجر به مرگ پنجاه درصد µg/ml 325و در غلظت  HUT-78 منجر به مرگ پنجاه درصد سلول هاي  µg/ml 200غلظت

منجر به  µg/ml335   در غلظت  Dysidea pallescensشده است. عصاره هاي متانولي تهيه شده از اسفنج  KB سلول هاي 

شده است.  KB منجر به مرگ پنجاه درصد سلول هاي  µg/ml 375و در غلظت  HUT-78 مرگ پنجاه درصد سلول هاي 
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لازم به ذكر است كه عصاره هاي آبي روي هيچ يك از سلول هاي سرطاني مورد بررسي اثر سيتوتوكسيك از خود نشان 

  نداده است.

ها انجام شده است، در بسياري از مطالعات انجام شده كه بر روي عصاره هاي استخراج شده از ساير اسفنج  

غلظت هاي پايين خواص سيتوتوكسيك از خود نشان نداده اند.  هرچند كه گزارشي در رابطه با خواص سيتوتوكسيك 

 به دست نيامده است، امĤ بررسي هاي انجام شده بر روي ساير نمونه ها نشان مي دهد كه  Dysidea pallescensاسفنج 

خراج شده از عصاره ها كه مورد آزمايش قرار گرفته اند خواص سيتوتوكسيك درغلظت هاي پايين تركيبات خالص است

 را از خود نشان مي دهند. 

  

هاي كارسينوم اپيتليوم  روي سلول MTT assayبر اساس آزمايش انجام شده كه با استفاده از آزمون   

اجرا شد، مشخص  .Iophon sp اسفنج ) توسط عصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري و آبي تهيه شده از KBدهاني انسان (

مي باشد، اما عصاره  g/mlµ 135 =IC50، عصاره دي اتيل اتري داراي g/mlµ 175 =IC50گرديد كه عصارة  متانولي داراي 

 ). 1390آبي اثر سيتوتوكسيك از خود نشان نمي دهد (ناظمي و همكاران، 

جمع آوري شده از پارك دريايي  متانولي اسفنج  هاي -توكسيك عصاره آبيبررسي خواص سيتو  

و  )MDA- MB435)، سينه(Hl-60)، خون (HCT- 8( برزيل روي سلول هاي سرطاني روده 69پدرا دي ريسكا دي ميو

 Hyattella و Agelas clathrodesنشان مي دهد كه عصاره اسفنج  MTT) با استفاده از آزمون SF-295گليوبلاستوما(

intestinalis  در غلظت µg/ml46/23  روي سلول هاي گليوبلاستوما،  36/63و µg/ml01/58  روي سلول هاي  82/37و

روي سلول هاي  97/18و  µg/ml 46 /85 روي سلول هاي سرطاني خون و در غلظت  99/16و  µg/ml51/48 سرطان سينه، 

  . )et al., 2007 Ferreira) اين سلول ها مي گردد (IC50درصد ( 50سرطان روده منجر به مرگ 
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تهيه شده از جزيره هنگام از  Dysidea pallescensبه نظر مي رسد تركيب يا تركيبات اصلي سيتوتوكسيك اسفنج 

نوع غيرقطبي بوده كه به ميزان بيشتري در حلال دي اتيل اتري وارد شده است . با توجه به نتايج به دست آمده عصارة 

تركيبات سيتوتوكسيك مي باشد.  نتايج فوق نشان مي دهد كه عصارة  دي اتيل اتري به ميزان قابل توجهي داراي مقادير

دي اتيل اتري مي تواند به عنوان داروهاي ضد سرطاني استفاده شود و جهت مراحل آتي خالص سازي و تعيين ساختار 

  تركيب فعال اين عصاره و بررسي اثر آن برروي موجودات آزمايشگاهي  انجام گردد.               

  

ي ديگر از خواص بيولوژيك موجود در اسفنج ها خواص ضدباكتريايي مي باشد، به همين منظور در اين يك

با  Dysidea pallescensتحقيق علمي اين اثر بيولوژيك در رابطه با عصاره هاي دي اتيل اتري، متانولي و آبي اسفنج  

كه عصاره دي اتيل اتري و متانولي استخراج شده از  استفاده از روش براث انجام گرديد. نتايج آزمايش ها نشان مي دهد

از خود نشان مي دهد  Escherichia coliاثر باكتريواستاتيك روي باكتري  mg/ml 20 در غلظت  Dysidea pallescensاسفنج 

نسبت به  Dysidea pallescensاما اثر ثر باكتريوسيدي از خود نشان نداده است. عصاره آبي فصل تابستان و زمستان اسفنج  

  باكتري اشرشياكلاي اثر ضدباكتريايي از خود نشان ندادند. 

 

از عصاره خشك متانولي  Escherichia coliروي باكتري  2011در آزمايشي كه توسط داراه و همكاران در سال 

اشرشياكلاي انجام شد مشخص گرديد كه عصاره متانولي اثر ضدباكتريايي از خود روي باكتري .Haliclona spp اسفنج 

 نشان نمي دهد.

آزمايشي كه توسط تادس و همكاران روي عصاره هاي قطبي اسفنج هاي منطقه شمالي نروژ انجام شده نشان 

 Geodia barretti ،Haliclona spp. 1 ،Haliclonaداد كه عصاره استونيتريل كه بيشترين قطبيت را داشت از اسفنج هاي 
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rosea ،Myxilla incrustans ،Polymastia spp.  وAlcyonium digitatum  هيچ گونه اثري روي باكتري اشرشياكلاي از خود

  اثر باكتريواستاتيك از خود نشان داده است. mg/ml5در غلظت  Haliclona spp. 2نشان نمي دهد و تنها عصاره اسفنج 

از جزيره فارور در   Iophon laevistylusدر آزمايش انجام شده روي عصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري اسفنج 

از رشد  mg/ml 5/1و عصاره قطبي در غلظت  mg/ml 2خليج فارس مشخص گرديد كه عصاره غيرقطبي در غلظت 

سبب مرگ باكتري مذكور مي  mg/ml3باكتري اشرشياكلاي ممانعت به عمل نموده و هر دو عصاره در غلظت 

 ). 1389گردند(ناظمي و همكاران، 

  

 Dysideaز باكتري هاي گرم منفي كه مورد بررسي عصاره هاي آبي، متانولي و دي اتيل اتري اسفنج يكي ديگر ا

pallescens  قرار گرفت باكتريPseudomonas aeruginosa  بود. همان طور كه نتايج آزمايش ها نشان مي دهند هيچ كدام

  ان نداده اند. از عصاره هاي فوق كه روي باكتري مذكور اثر ضدباكتريايي از خود نش

متر با  2تا  1در آزمايشي كه روي عصاره هاي اتانولي و كلروفرمي اسفنج هاي درياي سرخ از عمق   

ميكروليتر در ديسك انجام گرديد، نشان داده شد كه عصاره كلروفرمي اسفنج  100استفاده از روش ديسك با غلظت 

 04/2تا فاصله  .Cacospongia sppميلي متر، اسفنج  59/4 صله تا فا communis Hippospongiaو Spongia officinalisهاي 

ممانعت مي نمايد، اما عصاره  P. aeruginosaميلي متر از رشد باكتري  45/3 تا فاصله  Spongia zimoccaميلي متر و اسفنج 

  ). et al., 2009 Gehanاتانولي هيچ گونه اثري از خود نشان نداده است(

جمع آوري شده از .Haliclona spp از عصاره خشك متانولي اسفنج  P. aeruginosaري در تحقيقي كه روي باكت

 et al., 2011جزيره كرا در مالزي انجام شد مشخص گرديد كه عصاره متانولي اثر ضدباكتريايي از خود نشان نمي دهد(

Darah .( 
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 ، .Gelliodes sppهايآزمايش ديگري كه از عصاره هاي متانولي، ان هگزاني و اتيل استاتي اسفنج  

Gelliodes nossibea ،Ircinia echinata  وSpheciospongia spp.1  از خليج ناي بند خليج فارس روي باكتري سودوموناس

ازخود اثر ضدباكتريايي نشان نداده اند 1mg/ disk انجام گرديد هيچ كدام از عصاره هاي مذكور در غلظت  آئروجينوزا

ياد    در غلظت inconstans  Spheciospongia و Spheciospongia spp.2هگزاني اسفنج هاي  -اما عصاره هاي متانولي و ان

مورد ميلي متر اثر ضدباكتريايي روي باكتري  4/8و  4/7ميلي متر و عصاره اتيل استاتي در غلظت    4/8شده تا فاصله 

 ). et al., 2009 Safaeianآزمايش از خود نشان داده اند(

از جزيره  laevistylus  Iophonبررسي اثر ضدباكتريايي عصاره هاي آبي، متانولي و دي اتيل اتري اسفنج   

انجام  آئروجينوزافارور واقع در خليج فارس كه توسط ناظمي و همكاران توسط روش براث روي باكتري سودوموناس 

ه بود،  نشان داد كه هيچ كدام از عصاره هاي مورد آزمايش خواص باكتريواستاتيك و باكتريوسيد از خود نشان نمي شد

  ).Nazemi et al., 2010دهند(

مطالعات انجام شده در رابطه با اثر ضدباكتريايي عصاره اسفنجي نسبت به باكتري سودوموناس   

منفي نسبت به عصاره هاي مورد آزمايش بسيار قوي عمل نموده به طوري نشان مي دهد كه اين باكتري گرم  آئروجينوزا

كه در موارد اندكي عصاره هاي مورد بررسي اثر ضدباكتريايي نسبت به اين باكتري را از خود نشان مي دهد. همان طور 

از خود نشان  P. aeruginosaكه در تحقيق انجام عصاره هاي تهيه شده اثر باكتريوسيدي و باكتريواستاتيك روي باكتري 

  نداده است. 

 Dysideaدر اين تحقيق علمي اثر بيولوژيك ضد باكتري، عصاره هاي دي اتيل اتري، متانولي و آبي اسفنج  

pallescens  با استفاده از روش براث، روي باكتري هاي گرم مثبتBacillus subtilis  وStaphylococcus aureus  نيز انجام

اثر  mg/ml 10گرديد. نتايج آزمايش ها نشان مي دهد كه عصاره دي اتيل اتري استخراج شده از اين در غلظت 
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اثر باكتريوسيدي دارد.  mg/ml 30از خود نشان مي دهد و در غلظت  Bacillus subtilisباكتريواستاتيك روي باكتري  

انجام گرديد، نشان  Bacillus subtilisروي باكتري گرم مثبت  Dysidea pallescensعصاره متانولي استخراج شده از اسفنج 

اثر باكتريواستاتيك از خود نشان مي دهند اما اثر باكتريوسيدي از خود نشان نمي   mg/ml 10داده شد كه در غلظت 

  دهند. 

  

لوس سوبتيليس كه با روي باكتري باسي laevistylus   Iophonبررسي عصاره هاي خشك استخراج شده از اسفنج 

و عصاره متانولي در   mg/ml2استفاده ه از روش براث انجام گرديد نشان مي دهد كه عصاره دي اتيل اتري در غلظت 

اثر باكتريواستاتيك را ايجاد نموده و اثر باكتريوسيدي اين دو عصاره روي باكتري مذكور به ميزان  mg/ml3غلظت  

mg/ml3 د در باكتري مشخصّ شد، كه نشان مي دهBacillus subtilis  هر دو عصاره دي اتيل اتري و متانولي به يك ميزان

). نتايج اين آزمايش بسيار نزديك به تحقيق انجام شده از اسفنج Nazemi et al., 2010اثر كشندگي خود را القا نموده اند(

Dysidea pallescens ثر باكتريواستاتيك را ايجاد نموده اند، مي كه عصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري در يك غلظت ا

  باشد. 

هگزاني اسفنج هاي سواحل  -به بررسي خواص ضدباكتريايي عصاره متانولي و ان در تحقيق ديگري كه

و  Flavoparmelia rutidota،  Steginoporella truncat، Dendrilla roseaاستراليا روي نمونه هاي؛  70اسپرينگ

Parerythropodium membranecium  با استفاده از روش ديسك روي باكتريB. subtilis  انجام گرديد مشخص شده كه

مي باشد در  D. roseaو  .truncat S و سپس   F. rutidotaبيشترين اثر ضدباكتريايي عصاره متانولي مربوط به اسفنج گونه 

  ).Hann et al.,2005ان نداده است(هگزاني هيچ گونه اثر باكتريوسيدي را از خود نش -حالي كه عصاره ان
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در تحقيق ديگري كه در رابطه با خواص ضدباكتريايي عصاره هاي خشك متانولي و دي كلرومتاني   

انجام گرديد؛  B. subtilis واقع در اقيانوس اطلس با استفاده از روش ديسك روي باكتري  71اسفنج هاي سواحل موروكان

، Haliclona mediterranea ،Haplosclerida sp9 ،Cinachyrella tarentineمشخص شد كه عصاره خشك متانولي اسفنج هاي 

Ircinia oros ،Cliona celata ،Axinella polypoides ،Haplosclerida spp ،Haplosclerida sp3 ، Haplosclerida adocia و 

Cliona viridis ي مورد آزمايش اثري نداشته است. در اين آزمايش عصاره هاي خشك دي كلرومتاني اسفنج روي باكتر

و  H. adocia ،A. polypoides ،I. dendroidesميلي متر،   11تا فاصله  H. viscosaو  C. viridis ،Haplosclerida sp3هاي 

C.celata ،I. oros  ميلي متر،   8تا فاصلهHaplosclerida sp4،  I. spinulosa وH. mediterranea   ميلي متر و  7تا فاصلهC. 

tarentine  ميلي متر و عصاره هاي خشك متانولي اسفنج هاي  12تا فاصلهI. spinulosa  ميلي متر،  7تا فاصلهI. dendroides  تا

 ,.et alجلوگيري نموده اند(ميلي متر از رشد باكتري باسيلوس سوبتيليس  12تا فاصله  H. viscosaميلي متر و  11فاصله 

2010 Amraouia .(  

   

ل اتري، متانولي باكتري گرم مثبت ديگري كه در اين تحقيق مورد مطالعه اثر ضدباكتريايي عصاره هاي دي اتي

بود. نتايج آزمايش ها نشان مي دهد كه عصاره دي  Staphylococcus aureusقرار گرفت  Dysidea pallescensو آبي اسفنج 

از خود نشان  S. aureusاثر باكتريواستاتيك روي باكتري   mg/ml 2اتيل اتري استخراج شده از اين اسفنج در در غلظت 

 Dysideaاثر باكتريوسيدي دارد. عصاره متانولي فصل تابستان استخراج شده از اسفنج  mg/ml 10مي دهد و در غلظت 

pallescens و باكتريوسيدي از خود نشان نداده است.  اثر باكتريواستاتيك  
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با استفاده از روش ديسك انجام گرديد  .Dysidea sppدر آزمايشي كه از عصاره متانولي استخراج شده از اسفنج 

 Ciavattaاثر مهار كننده از خود نشان داده است( S. aureusميكرومتر روي باكتري  7 اين عصاره تا فاصله  مشخص شد كه

et al., 2007 .(  

روي باكتري  .laevistylus   Iبررسي عصاره هاي متانولي، آبي و دي اتيل اتري و متانولي استخراج شده از اسفنج 

 mg/ml3و عصاره دي اتيل اتري با غلظت   mg/ml 5/1نشان داد كه عصاره متانولي با غلظت   اورئوساستافيلوكوكوس 

اثر باكتريواستاتيكي از خود نشان مي دهد، اما عصاره هاي ياد شده هيچ گونه خواص باكتريوسيدي از خود نشان نداده 

  ).Nazemi et al., 2010اند(

ا استفاده از روش براث از عصاره هاي هگزاني و دي ب  S. aureusدر تحقيق ديگري كه روي باكتري  

 Axinyssa spp. ،Chondrosiaكلرومتاني اسفنج هاي درياي آنادام تايلند انجام شده مشخص گرديد كه اسفنج هاي 

reticulata ،Chondrosia spp. ،Gelliodes petrosiodes ،Psammoclrma ramosum، Xestospongia spp. ، Halichondria spp. و 

Ircinia mutans  روي باكتري مورد آزمايش اثري از خود نشان نمي دهند اما عصاره هگزاني اسفنج هايAxinyssa spp. ،

Axinella spp.  وPhakellia ventilabrum  در غلظتµg/ml 10  و اسفنجPtilocaulis spp.  در غلظتµg/ml 11  و

Sigmosceptrella spp.   در غلظتµg/ml 12  و عصاره دي كلرومتاني اسفنج هايOceanapia spp. ،Phkellia ventilabrum  و

Ptilocaulis spp  در غلظتµg/ml 10  وTheonella spp.  در غلظتµg/ml 12  از رشد باكتري مورد آزمايش جلوگيري مي

  ).,et al., 2010 Patchraنمايد(

     

تركيب از جانداران دريايي با اثر  131ا دهه گذشته ت 1907مطالعات انجام شده نشان مي دهد كه از سال 

درصد شامل تركيبات  14درصد از مولكول هاي ضدعفوني كننده و  52ضدباكتريايي شناسايي شده است كه اين تعداد 
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تركيب استخراج شده از جانداران دريايي و  252را در بر مي گيرد. در حالي كه در دهه اخير  2000سنتز شده در سال 

تركيب سنتز شده از آن ها با اثر ضد باكتريايي شناسايي شده است، ارقام فوق نشان دهنده اهميت آبزيان دريايي در  73

). آزمايش هاي انجام شده نشان مي دهد كه Mancini et al., 2007خواص ضد باكتريايي و ضد عفوني كننده ها مي باشد(

ت به تركيبات طبيعي دريايي حساسيت بيشتري از خود نشان مي باكتري هاي گرم مثبت از باكتري هاي گرم منفي نسب

گونه از اسفنج هاي درياي كارايب انجام شده،  777كه روي  1968دهند، مطالعات انجام شده توسط بورخولدر در سال 

درصد آن ها خواص  15درصد گونه هاي اسفنج اثر ضدباكتريايي در باكتري هاي گرم مثبت و  37نشان مي دهد كه 

  ). Burkholder, 1968ضدباكتريايي در باكتري هاي گرم منفي ايجاد مي نمايند(

  

از نتايج آزمايش هاي انجام شده توسط ساير محققين و نتايج حاصل در اين تحقيق كه اثر ضدباكتريايي اسفنج 

Dysidea pallescens داشت مي شود كه اثر روي باكتري هاي گرم مثبت و گرم منفي مورد بررسي قرار داده است چنين بر

ضدباكتريايي عصاره هاي تهيه شده از اين اسفنج مانند ساير اسفنج ها روي باكتري هاي گرم مثبت قوي تر عمل نموده 

نسبت به باكتري باسيلوس  اورئوس(در غلظت پايين تر اثر نموده است) و از آنجا كه باكتري گرم مثبت استافيلوكوكوس 

صاره دي اتيل اتري در غلظت پايين تري از رشد آن جلوگيري نموده است. اثر سوبتيليس ضعيف تر مي باشد ع

ضدباكتريايي عصاره هاي مورد آزمايش در باكتري هاي گرم منفي كمتر بوده است و تنها عصاره غيرقطبي دي اتيل 

  اتري اثر ضدباكتريايي از خود نشان داده است.

  

با داروهاي  Dysidea pallescensتانولي و دي اتيل اتري اسفنج نتايج اثر ضدباكتريايي عصاره هاي م مقايسه از

آنتي بيوتيك آمپي سيلين و تتراسايكلين، به ويژه عصاره دي اتيل اتري و با توجه به اينكه عصاره در اين آزمايش مورد 
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 تحقيقات انجام و Dysidea pallescensمؤثره اسفنج  ماده تخليص با زيادي است، هاي ناخالصي بررسي گرفته كه حاوي

 باكتريايي دست يافت. هاي عفونت درمان براي كم جانبي عوارض و قابل قبول باكتري ضد اثرات با تركيبي به بيشتر،

  

يكي از خواص بيولوژيك موجود در اسفنج ها خواص ضدقارچ مي باشد، به همين منظور در اين تحقيق علمي 

با استفاده از روش  Dysidea pallescensاين اثر بيولوژيك در رابطه با عصاره هاي دي اتيل اتري، متانولي و آبي اسفنج  

انجام گرديد. نتايج آزمايش ها نشان مي دهد كه  Candida albicansو مخمر   Aspergillus fumigatusبراث روي قارچ 

جلوگيري  A. fumigatusاز رشد قارچ  mg/ml5/0 در غلظت Dysidea pallescensعصاره متانولي استخراج شده از اسفنج 

 Dysideaسبب مرگ قارچ مذكور شده است. عصاره دي اتيل اتري استخراج شده از اسفنج  mg/ml 5نموده و در غلظت 

pallescens  قارچ ممانعت ننموده است.  رشددر هيچ كدام از غلظت هاي مورد بررسي از  

از سواحل صخره اي   .Haliclona sppدر آزمايشي كه با استفاده از عصاره هاي متانولي و كلروفنلي اسفنج جنس 

آزمايش از رشد قارچ انجام گرديد مشخص شد كه هيچ كدام از عصاره هاي مورد  A. fumigatusمالزي روي قارچ 

  ). et al., 2011 Darahجلوگيري نمي نمايند(

با استفاده از روش  Dysidea herbaceaمتانولي اسفنج  -در تحقيق ديگري كه از اثر ضدقارچ عصاره كلروفرم

از رشد قارچ جلوگيري نموده  µg/ml 8/7براث روي قارچ آسپرژيلوس فوماگاتوس انجام گرديد مشخص كه در غلظت

  ).et al., 2005 Sionovسبب مرگ قارچ مورد آزمايش مي گردد( µg/ml 62/15و در غلظت 
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هند  72از سواحل ماندابام .Callyspongia sppدر بررسي اثر ضدقارچ عصاره هاي آبي و كلروفرمي اسفنج گونه 

انجام شد مشخص  mg/ml10و  mg/ml5با غلظت هاي  Aspergillus nigerكه با استفاده از روش ديسك روي سويه قارچ 

  ).et al., 2012 Dhanalakshmiشد كه هيچ كدام از عصاره هاي مورد آزمايش اثر ضدقارچي از خود نشان نداده اند(

 

همان طور كه بررسي هاي انجام شده نشان مي دهند بررسي خواص ضدقارچ عصاره هاي اسفنجي روي جنس 

محدود مي باشد، بسياري از عصاره هاي اسفنجي از رشد اين قارچ جلوگيري نمي نمايند و اثر ضد  آسپرژيلوس بسيار

قارچ از خود نشان نمي دهند و آزمايش هايي كه اثر ضدقارچ از خود نشان مي دهند در غلظت هاي بالا موثر بوده اند اما 

از رشد قارچ جلوگيري نموده و در  mg/ml5/0ت در غلظ Dysidea pallescensعصاره متانولي استخراج شده از اسفنج 

سبب مرگ قارچ شده است، كه نشان مي دهد اين اسفنج داراي اثر ضدقارچ قوي است و مي تواند به  mg/ml 5غلظت 

  عنوان نمونه اي مناسب براي ساير آزمايش هاي تكميلي معرفي گردد.

  

با استفاده از روش براث  Dysidea pallescensنج  اثر ضد قارچ عصاره هاي دي اتيل اتري، متانولي و آبي اسف

 نيز انجام گرديد.  Candida albicansروي مخمر 

 

 mg/mlر غلظت د Dysidea pallescensنتايج آزمايش ها نشان مي دهد كه عصاره متانولي استخراج شده از اسفنج 

سبب مرگ مخمر مذكور شده است. عصاره  mg/ml 5/1جلوگيري نموده و در غلظت  C. albicansاز رشد مخمر  75/0

جلوگيري نموده اما در هيچ كدام از   C. albicans  از رشد مخمر mg/ml50 در غلظت  1دي اتيل اتري استخراج شده 

  غلظت هاي مورد بررسي سبب مرگ مخمر نشده است. 
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با استفاده از روش  C. albicansاثر ضدقارچ عصاره هاي اسفنجي خليج ناي بند واقع در خليج فارس روي گونه 

هگزاني  -ديسك مورد بررسي قرار گرفت، نتايج اين آزمايش نشان داد كه عصاره هاي متانولي، اتيل استاتي و ان

Gelliodes spp.  ميلي متر از رشد اين مخمر جلوگيري نموده، عصاره متانولي اسفنج  4/8تا فاصلهGelliodes nossibea  تا

ر از رشد اين مخمر جلوگيري نموده اما ساير عصاره هاي مورد آزمايش از اين اسفنج هيچ گونه اثر ميلي مت 4/8فاصله 

ميلي متر از  4/7تا فاصله  Ircinia echinataضدقارچي از خود نشان نداده است. عصاره هاي متانولي و اتيل استاتي اسفنج 

يچ گونه اثر ضدقارچ از خود نشان نداده است، همچنين هگزاني اسفنج مذكور ه -رشد قارچ ممانعت نموده اما عصاره ان

اثر ضدقارچ از خود  Spheciospongia spp.2در اين آزمايش مشخص شد كه هيچ كدام از عصاره هاي تهيه شده از اسفنج 

 ).Safaeian et al., 2009( نشان نمي دهند

و دي كلرومتاني اسفنج هاي در تحقيق ديگري كه در رابطه با خواص ضدقارچ عصاره هاي خشك متانولي 

انجام  C. albicans ميلي گرم روي مخمر 5سواحل موروكان واقع در اقيانوس اطلس با استفاده از روش ديسك با غلظت 

، Haplosclerida adocia ،Haplosclerida spp.4گرديد؛ مشخص شد كه هيچ كدام از عصاره هاي اسفنج هاي 

Haplosclerida spp.3 ،Axinella polypoides ،Ircinia oros ،Cliona celata ،Cinachyrella tarentine ،Haplosclerida spp.9 ،

Ircinia spinulosa ،Ircinia dendroides  وHaliclona mediterranea  روي مخمر مورد آزمايش اثر ضدقارچ از خود نشان

ميلي متر و عصاره هاي 10و  11تا فاصله  Haliclona viscosaو  Cliona viridisعصاره دي كلرومتاني اسفنج  .نداده است

 et al., 2010ميلي متر از رشد مخمر مذكور جلوگيري نموده اند( 14تا فاصله  Cinachyrella tarentineمتانولي اسفنج 

Amraouia.(  
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مطالعاتي كه تا كنون روي خواص ضدقارچ اسفنج ها انجام شده است نشان مي دهد تعداد اندكي از اسفنج ها 

كه به بررسي اثر  1968اثر ضدقارچ از خود نشان مي دهند، بر اساس آزمايش هاي انجام شده توسط برخلودر در سال 

درصد آن ها اثر ضد  10گونه اسفنج پرداخته است مشخص شد كه تنها  777تهيه شده از  ضدقارچ و مخمر عصاره هاي

قارچ از خود نشان مي دهند. در اين ميان اسفنج هايي كه داراي تعداد بيشتري باكتري هاي همزيست هستند اثر ضدقارچ 

  .  (Amade et al., 1987)ضعيف تري از خود نشان مي دهند

  

موجود در اسفنج ها خواص ضدويروس مي باشد، به همين منظور در اين تحقيق  يكي از خواص بيولوژيك

با استفاده از روش  Dysidea pallescensعلمي اين اثر بيولوژيك در رابطه با عصاره هاي دي اتيل اتري ومتانولي اسفنج  

XTT  روي سلول هايMT-2 ) آلوده به ويروس ايدزHIVشان مي دهد كه عصاره ) انجام گرديد. نتايج آزمايش ها ن

 µg/ml 500 و عصاره دي اتيل اتري در غلظت µg/ml 475 در غلظت Dysidea pallescensمتانولي استخراج شده از اسفنج 

  از رشد ويروس جلوگيري نموده است. 

بررسي هاي انجام شده در رابطه با خواص ضدويروس اسفنج ها روي ويروس عامل بيماري ايدز بيشتر شامل 

). به Simone et al.,2005مي باشد( Dysidea avaraت جداسازي شده؛ آوارول و آوارون استخراج شده از اسفنج تركيبا

نشان داده شد كه تركيب آوارول در  1991عنوان مثالر در آزمايش انجام شده توسط اسكوردر و همكاران در سال 

  ويروس را موجب مي گردد.  ميكروگرم خاصيت ممانعت از رشد ويروس و كشندگي 0.9تا  0.3غلظت 

  

از جزيره  Dysidea pallescensمطالعات انجام شده نشان مي دهد عصاره هاي متانولي و دي اتيل اتري اسفنج 

كيش داراي تركيبات با اثرات بيولوژيك ضدقارچ، ضدباكتري، سيتوتوكسيك و ضدويروس مي باشد و مي تواند به 
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اسازي تركيبات به منظور توليد داروهاي آنتي بيوتيكي و ضدسرطان مورد عنوان انتتخاب مناسبي در شناسايي و جد

استفاده قرار بگيرد.  بنابراين ميتوان با شناسايي و جداسازي اين تركيبات با ارزش در ضمن ايجاد جهش در صنت 

در زمينه بهداشت، داروسازي از منابع طبيعي كه امروزه بيشترين تمركز روي تركيبات دريايي است مي توان گامي موثر 

سلامت و اقتصاد كشور بر اساس و پايه علوم دريايي و شيلاتي برداشت. از آنجا كه روند توليد دارو فرآيندي زمان بر و 

طولاني خواهد بود لذا هرچه زودتر در اين زمنيه اقدامات و مطالعات اساسي انجام پذيرد هرچند كه نتايج تمام آزمايش 

ار است نباشد اما حركت اصلي به سمت توليد داروهاي طبيعي كه مطالعات نشان مي دهند ها آن طور كه مورد انتظ

نسبت به تركيبات شيميايي در ضمن اثر درماني بيشتر، موثرتر و ماندگار تر هستند عوارض كمتري را هم براي بيمار 

  نيز ممانعت به عمل خواهد آمد.  دارند برداشته خواهد شد. در ضمن آنكه از واردات تركيبات موثره دارويي به كشور
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Abstract 
 

Sponges are the most primitive of the multicellular, These organisms don’t have any 

mechanical defense system, so their early appearance in evolution has given them alot of time for the 

development of advanced secondary metabolites as chemical defense system. Sponges have the 

potential to provide drugs from chemical components against diseases. In this investigation the 

sponge samples, which it is Dysidea spp. , were collected at depth of 15- 20 meter, from locations on 

the coastline of Island Hengam in Persian Gulf of Iran. For identifying natural components, 

methanolic and diethyletter were used as extraction solvents, after removal of the solvents, the 

GC/MS spectra of the fraction were obtained. Then in vitro cytotoxic, antimicrobial, antifungal and 

antiviral activities were identified. 

 In vitro cytotoxity screening, by XTT assay, against KB/ C152 and HUT-78/ C185 cell line, 

was conducted in this study in 1  - 500 µg/ml  . IC50 for diethyletter and methanolic extract was 200 

µg/ml in HUT-78 , IC50 for diethyletter extract was 325µg/ml and methanolic extract 325µg/ml in 

KB.  

In vitro antimicrobial activity by Broth Dilution Methods against clinical gram-positives and 

gram negatives (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,  Staphylococcus aureus و  subtilis  

Bacillus). The results conducted that the MIC values of methanol and diethyletter extract for 

Escherichia coli 20mg/ml, Bacillus subtilis 10mg/ml and 2mg/ml for Staphylococcus aureus. The 

MBC values of the diethyletter extracts for Bacillus subtilis 30 mg/ml) and S. aureus aureus 

10mg/ml. 

In vitro antifungal activity by Broth Dilution Methods against clinical pathogens; Candida 

albicans and  Aspergillus fumigatus. The results conducted that the aqueous extracts didn’t have any 

antifungal activities on pathogens, minimum inhibitor concentrations (MIC) of the diethyletter 

extract on C. albicans  0/75mg/ml, MFC 5 mg/ml and methanolic extract  ٥/٠ mg/ml and MFC 5 

mg/ml  on A. fumigatus 

In vitro antiviral activities by XTT assay against MT-2 cell line. The results conducted that 

IC50 for diethyletter extract 500µg/ml and methanolic extract 475 µg/ml. 

 

Keywords: Sponge, cytotoxic, antimicrobial, antifungal, antiviral, methanolic extract, diethyletter 

extract, Hengam Island, Persian Gulf. 


