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 شده از خیار دریایی گونهباکتریایی ساپونین استخراج بررسی فعالیت ضد

(Stichopus hermanni) جمع آوری شده از خلیج فارس 
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 چکیده
د. نساپونین می باش متابولیتهای ثانویه از جمله به ویژهزیست فعال انواع مختلفی از ترکیبات طبیعی  تولید کنندهخیارهای دریایی 
 (Stichopus hermanni)گونه  ساپونین استخراج شده از خیار دریایی اییضد باکتری فعالیتبررسی حاضر هدف از مطالعه 

به % انجام شد و 70گیری با اتانولابتدا عصاره. دبوی گرم مثبت و منفی باکتریهابرخی   برابر درجمع آوری شده از خلیج فارس 
حلالی مختلف شستشو داده شد.  های عصاره اتانولی تغلیظ شده بر روی ستون کروماتوگرافی با سیستم ،منظور جداسازی ساپونین

حداقل غلظت ی استفاده از روش رقت لوله ابا و  شناسایی شد (HPTLCو  TLC)کروماتوگرافی لایه نازک  باساپونین 
استروئیدی و گلیکوزیدی دو دسته ساپونین  .گردید تعیین ساپونین (MBC) و حداقل غلظت کشندگی (MIC)مهارکنندگی 

ای از تشخیص نمونهشد. شناسایی  05/0و  9/0برابر با  Rfبا بترتیب  نازکشده با کروماتوگرافی لایههای استخراجدر فرکشن
 بیانگر تایید حضور ساپونین در خیارنیز  نازک با کارایی بالاشده توسط دستگاه کروماتوگرافی لایهترکیب ساپونین استخراج

دارای بیشترین  Pseudomonas aeroginosa منفی باکتری گرم، MIC میزان از نظر. بدست آمده بود Rfدریایی با توجه به 
میکروگرم بر  400و  500 برابر باMIC  استروئیدی بترتیب با-ساپونین گلیکوزیدی و استروئیدی ساپونینمقاومت نسبت به 

هیچ  Pseudomonas aeroginosaبر باکتری گرم منفی  استروئیدی-گلیکوزیدیساپونین های استروئیدی و بود.  میلی لیتر
 مربوط به ساپونین میزاناثر کشندگی مثبت نیز بیشترین  گرم فعالیت باکتریوسیدی نشان ندادند و در بین باکتریهای

 MIC بودن بالاتر .میکروگرم بر میلی لیتر بود 500برابر با  MBCبا  Staphylococcus aureus استروئیدی در-گلیکوزیدی
استروئیدی و گلیکوزیدی استخراج  خاصیت ضد باکتریایی کمتر ساپونین تاییدکنندهمورد آزمایش،  منفیگرم  یها باکتری در

 می باشد. مثبتگرم  انواع به نسبتها  این باکتریدر  Stichopus hermanni خیار دریاییشده 
 

 گرم منفی های باکتری ،حداقل غلظت مهار کنندگی ،استروئیدی ساپونین، Stichopus hermanni خیار دریایی :کلیدی لغات
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 مقدمه
فعال موجود در جانداران دریازی را ترکیبات طبیعی زیست

های غذایی، توان به عنوان یک منبع غنی با کاربردمی
دارویی و پزشکی استفاده نمود. این ترکیباتِ دارای 

های مختلف جانوری از جمله های زیستی از گروهفعالیت
ها، شکلان، خارپوستان، آبفشانها، خزهها، خرچنگمرجان
 Yasoda et) ها قابل جداسازی هستندها و اسفنجماهی

al., 2006; Datta et al., 2015)ایحاره مناطق . در 
 و غذا فضا، سر بر رقابت ای زیاد ووجود تنوع و تراکم گونه

 زیست فعال طبیعی ترکیبات تولید به منجر خود از دفاع
. می شود ،های مختلف جانوریِ بیان شدهتوسط گروه

تحرک و یا فاقد تحرک مثل خیارهای موجودات دریایی کم
ا قرار دارند از هدریایی که تحت تاثیر انواع مختلف میکروب

باکتریایی به عنوان یک راهکار دفاع شیمیایی ضداین نوع 
ترکیبات  .کنندد استفاده میاطمینان برای دفاع از خوقابل 

های اولیه، توان به متابولیتفعال را میزیستطبیعی 
طبقه  با وزن مولکولی بالا یو پلیمرهاهای ثانویه متابولیت

های متابولیت. (Jha and Zi-Rong, 2004) بندی کرد
از میزبان در برابر عوامل ثانویه نقش کلیدی را در دفاع 

کنند شکارچیان و رقیبان ایفا میها، زا، انگلبیماری
(2000 ,Amemiya andZapata  ) و به منظور برقراری

-و محیط نیز استفاده میموجودات هم گونه ارتباط با 

 (. Datta et al., 2015گردند )
های ثانویه ترین متابولیتترین و فراوانها مهمساپونین

. (Caulier et al.,  2011) هستندموجود در خیار دریایی 
-ای از فعالیتیعی دارای طیف گستردهاین محصولات طب

آسم  های سیتوتوکسیک، ضدهای بیولوژیکی مانند فعالیت
دیابت، اکسیدان، ضدآرتریت، آنتیالتهاب، ضداگزما، ضدو 

-میغیره  قارچ وسرطان، ضدویروس، ضد باکتری، ضدضد

؛ دیبا و همکاران، 1393)بحرودی و همکاران،  باشند
در حال حاضر (. Sarhadizadeh et al., 2014؛ 1395

زای ترین عوامل بیماریعوامل میکروبی یکی از شایع
از بین بردن عوامل هستند. به منظور مهار و انسانها 

که هر کدام استفاده نمود ها بیوتیکمیکروبی باید از آنتی
شوند های متفاوتی وارد عمل میبا مکانیسم

(Andersson, 2003 از .)،استفاده گسترده از  سویی

زا به ها موجب افزایش مقاومت عوامل بیماریبیوتیکآنتی
میکروبی جدید از  جستجو برای مواد ضدلذا  شودمی آنها

 گسترش پیدامنابع دیگر از جمله منابع طبیعی دریایی 
 دریای و فارس خلیج مناطق در ما نموده است. کشور

 خیار مختلف های گونه از غنی منبع یک عنوان به عمان
 دارویی کاربردهای بررسی و مطالعه لذا باشد می دریایی
 خیار. رسد می نظر به مهم امری دریایی خیار عصارة

 جزء بندی رده نظر از که Stichopus hermanniدریایی 
می  Holothuroidea رده و Aspidochirotida راسته
 جمله از فارس خلیج در مرجانی جزایر در غالب گونه ،باشد
 حضوربا توجه به  (. 2012et alAfkhami ,.) است لارک

شناسایی اهمیت این گونه در سواحل جنوبی کشور و 
 هدف از انجام، زیست فعال موجود در آنهاترکیبات 

-باکتریایی ساپونین استخراجاثر ضد حاضر بررسی پژوهش

جمع آوری  Stichopus hermanniشده از خیار دریایی 
 .می باشدشده از خلیج فارس 

 

 کارمواد و روش
استخراج و جداسازی ساپونین از خیار  ،برداری نمونه

 دریایی
 5-12عمق از  S. hermanni گونههای خیار دریایی نمونه

آوری فارس جمعهای جزیره لارک در خلیجآبمتری 
گیری، ها و انجام عمل عصارهسازی نمونهشدند. برای آماده

ابتدا تخلیه حفره شکمی صورت گرفت و عضلات دیواره 
 Farjami) متری بریده شدندهای یک سانتیبدن در اندازه

et al., 2014) .ساعت  48های خیار دریایی به مدت نمونه
شوند و در دستگاه فریز درایر قرار گرفتند تا کاملا خشک 

به  ،ترکیبات استخراجپودر شدند. به منظور  سپس
 72% اضافه شد و به مدت 70پودرهای تهیه شده اتانول 

گراد قرار درجه سانتی 25ساعت در آزمایشگاه در دمای 
از صافی عبور داده شد تا دست آمده داده شدند. محلول به

ذرات معلق خیار دریایی از آن جدا شده و حلال اتانولی 
دست آمده به منظور حاوی ترکیبات باقی بماند. عصاره به

مجهز  تحت فشار کم به دستگاه روتاریِ ،حذف کامل حلال
وارد شد  145درجه و دور  40در دمای  به پمپ قوی

(Duan et al., 2006.)  زمان کاری روز 8فرایند تبخیر 
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 از پس .بود حلال در آب درصد 30 وجود آن علت که برد
 عصاره به یابی دست منظور به ،حلال حجم شدن کم

 گراد سانتی درجه -70 دمای در درایر فریز از خشک
 .گردید استفاده

شده روی ستون  ده گرم از عصاره اتانولی تهیه
 60متر حاوی سیلیکاژل سانتی 60کروماتوگرافی با ارتفاع 

قرار داده شد. شست و شوی ستون برای  Merckشرکت 
-های آلی انجداسازی ترکیبات عصاره با استفاده از حلال

، 35:15، 40:10، 45:5، 50:0استات با نسبت )هگزان: اتیل
( و اتیل 5:45، 10:40، 15:35، 20:30، 25:25، 30:20

، 35:15، 40:10، 45:5، 50:0بوتانول با نسبت )استات: ان
( به 0:50، 5:45، 10:40، 15:35، 20:30، 25:25، 30:20

 Çitoğlu andترتیب افزایش قطبیت انجام شد )

Acıkara, 2012.)  لیتری میلی 10فرکشن  110در نهایت
 دست آمد. به
 

 نازکشناسایی ساپونین با کروماتوگرافی لایه
(TLC) نازک با کارایی بالا و کروماتوگرافی لایه

HPTLC)) 
 انتخاب و اولیهنازک برای شناسایی از کروماتوگرافی لایه

 که آنجا ازاستفاده شد.  ساپونین حاوی های فرکشن
 معرف با که باشد می ترپنوئیدها به متعلق ساپونین
 سایر حذف برای گردد می تبدیل بنفش رنگ به وانیلین
 این از باشند نمی ساپونین ترکیب حاوی که ها فرکشن
. (Bahrami and Franco, 2015) گردید استفاده معرف

ها روی های حاوی ساپونین، نمونهبرای جداسازی فرکشن
ژل صفحات آلومینیومی پوشیده شده از یک لایه سیلیکا

60F254  های کلروفرم: . سپس صفحات با حلالگرفتندقرار
عنوان فاز متحرک( قرار داده ( )به 7:13:8متانول: آب )

های ساپونین از معرف وانیلین و برای شناسایی لکهشدند. 
-اسید به شکل محلول پنج درصد سولفوریکسولفوریک

اسید در اتانول و محلول یک درصد وانیلین در اتانول 
دقیقه در آون  15شد. در نهایت صفحات به مدت  استفاده

ها در نور دند تا رنگ آنشگراد قرار داده درجه سانتی 110
مرئی آشکار گردد. رنگ بنفش نشانه وجود ترکیب 

-لکه Rfمیزان  (.Sharma et al., 2012)ساپونین است 

های تغییر رنگ داده شده نیز با استفاده از رابطه ذیل 
 محاسبه شد:

  =Rfشده حلال از مبدأشده لکه از مبدأ/ فاصله طیفاصله طی

 
 بنفش رنگ به که ایشدهای از ترکیب جدا نمونه همچنین

استات : اتیل10هگزان )ان 45)فرکشن شماره  بود درآمده
( (30استات : اتیل20هگزان )ان 30و فرکشن شماره (( 40

تا با  به آزمایشگاه جامع دانشگاه شهید بهشتی ارسال شد
( HPTLCنازک با کارایی بالا )دستگاه کروماتوگرافی لایه

با دقت که از نمونه استاندارد ساپونین استفاده می کند 
 .شود آنالیز و شناسایی بیشتر

 

 ساپونین باکتریاییبررسی خواص ضد
-باکتریایی با استفاده از روش رقت لولهبررسی خواص ضد

( انجام Bacterial Broth Dilution Methodsای )
،  Bacillus subtiliss PY 79های باکتریسویه گرفت.

Bacillus cereus ATCC 11778،Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853  وATCC 1764 
Staphylococcus aureus ها و از مرکز کلکسیون قارچ

صورت لیوفیلیزه تهیه شد. های صنعتی ایران بهباکتری
های تک ایجاد شده با ها از کلونیپس از کشت باکتری

 بر با که برا 5/0فارلند استفاده از لوله مک

CFU/ml108×5 /1 باشد باکتری تهیه شد. سپس به می
ای ها برای آزمایش رقت لولهباکتری تعداد منظور کاهش

 سازی انجام شد. رقیق 5/1×106به نسبت 
جهت تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی رشد باکتریایی 

MIC (Minimum Inhibitory Concentration )
دریایی، از لوله فوق که حاوی  توسط ساپونین خیار

لیتر به هر کدام از باکتری بود به مقدار یک میلی 5/1×106
-. سپس از ساپونین با غلظتگردیدهای استریل اضافه لوله

و  1000، 500، 400، 300، 200، 100، 50، 10های 
لیتر که در محیط براث حل شده میکروگرم بر میلی 2000

های فوق افزوده شد. برای لوله لیتر بهمقدار یک میلی ،بود
سیلین بیوتیک آموکسیدر نظر گرفتن شاهد مثبت از آنتی

و به عنوان شاهد منفی  گردیدهای فوق استفاده با غلظت
. در داخل نشدها ماده فعّال بیولوژیک اضافه به یکی از لوله
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یک لوله نیز تنها محیط کشت فاقد ماده مؤثره و باکتری 
در صورت آلودگی محیطی خطای آزمایش قرار داده شد تا 

 37ها در انکوباتور با دمای مشخص گردد. سپس تمام لوله
. ندساعت قرار داده شد 24گراد به مدت درجه سانتی

 24بار تکرار شد. پس از  3آزمایش  ،ذکر است شایان
های آزمایشی که در آن کدورت ایجاد نشده بود ساعت لوله

بازدارنده رشد باکتری بود به دهنده حداقل غلظت و نشان
های منظور تعیین حداقل غلظت کشندگی از سایر لوله

 (. Sökmen et al., 2003مورد آزمایش جدا شد )
های استخراج شده در از به منظور تعیین توانایی ساپونین

ها کدورت هایی که در آنها، از لولهبین بردن باکتری
-لیتر بر روی پلیتمیلی 1/0مشاهده نشده بود به مقدار 

کشت جامد )نوترینت آگار( کشت خطی داده  های محیط
ها به انکوباتور منتقل شدند و در دمای شد. سپس پلیت

ساعت نگهداری شدند.  24گراد به مدت درجه سانتی 37
-های تشکیلپس از سپری شدن این مدت تعداد کلونی

هایی که باکتری رشد ( شمرده شد. در پلیتCFUشده )
ده بود حاکی از آن است که ساپونین توانایی مهار رشد کر

گونه هایی که هیچو تکثیر باکتری را دارد، اما در پلیت
دهنده آن است که ماده مورد کلونی مشاهده نشد نشان

نظر سبب مرگ باکتری شده است؛ که این مقدار برابر با 
 MBC (Minimumحداقل غلظت کشندگی 

Bactericidal Concentration می باشد )(Sökmen et 

al., 2003.) 
 

 نتایج
 (TLC) لایه نازک کروماتوگرافی با ساپونین آنالیز

 .Sخلیج فارس  از خیار دریاییاستخراج شده ساپونین 

hermanni  کروماتوگرافی لایهبا استفاده از روش -
 Bahrami and) شد آنالیز (HPTLCو   (TLCنازک

Franco, 2015.) نشان می دهد 1 که شکلیهمانطور، 
در طیفی از ساپونین نازک کروماتوگرافی لایهروی 
 تقریبا Rf وهای مختلف با توجه به رنگ بنفش فرکشن

مربوط به مشخصات  .قابل مشاهده استیکسان 
 شده است. ارائه 1 نازک در جدولکروماتوگرافی لایه

فرکشن  نازکطبق نتایج بدست آمده از کروماتوگرافی لایه
را  Rf= 9/0 آبی با-یک لکه به رنگ بنفش 35تا  30شماره 

شده در محدوده لکه آشکار Rfکه  ییدهد. از آنجانشان می
Rf باشد، ترکیب موجود در های استروئیدی میساپونین

علاوه بر  ها ساپونین استروئیدی شناسایی شد.این فرکشن
دو لکه ظاهر شد  65تا  61و  50تا  36های این در فرکشن

باشد و می Rf= 05/0( با رنگ بنفش و 1که لکه شماره )
Rf شده در محدوده لکه ظاهرRf  ساپونین گلیکوزیدی
 84/0و  Rf 82/0باشد و لکه دوم به رنگ بنفش تیره با می

باشد. پس در این استروئیدی می ساپونین Rfدر محدوده 
ها دو نوع ساپونین گلیکوزیدی و نصورت در این فرکش

 (.Wagner and Bladt, 1996) استروئیدی شناسایی شد
دیگر یکسان داشتند با یک  Rfهایی که لکه با رنگ وفرکشن

 5/3گرم ساپونین استروئیدی و  2ترکیب شدند و میزان 
استروئیدی تهیه شد و سپس -گرم ساپونین گلیکوزیدی 

 ها بررسی شد. آن باکتریاییخواص ضد
 

 

 .Sشده از نازک ساپونین استخراج: کروماتوگرافی لایه 1شکل 

hermanni  
Figure 1: TLC for Saponin extracted from S. 

hermanni 

 
نازک با شناسایی ساپونین با کروماتوگرافی لایه

 (HPTLC)کارایی بالا 
با  30شناسایی ساپونین موجود در فرکشن شماره 

 (HPTLC)نازک با کارایی بالا کروماتوگرافی لایه
پس از انتقال به دستگاه  30در مورد فرکشن شماره 

نازک با کارایی بالا، صفحات در معرض کروماتوگرافی لایه
نانومتر قرار گرفتند  254موج با طول  UVنور مرئی و نور 

 .(2 )شکل ظاهر شد Rf= 84/0یک لکه با  و
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 S. hermanni: مشخصات مربوط به کروماتوگرافی لایه نازک ساپونین استخراج شده از 1جدول 

Table 1: Characteristics of TLC for Saponin extracted from S. hermanni  

شماره 

 فرکشن
 رنگ Rf فاز متحرک

شماره 

 فرکشن
 رنگ Rf فاز متحرک

30 N*20:E*30 90/0 (1)45 آبی-بنفش N10:E40 05/0 بنفش 

32 N20:E30 90/0 (2)45 آبی-بنفش N10:E40 84/0 بنفش تیره 

33 N20:E30 90/0 (1)46 آبی-بنفش N5:E45 05/0 بنفش 

34 N20:E30 90/0 (2)46 آبی-بنفش N5:E45 84/0 بنفش تیره 

35 N20:E30 90/0 (1)47 آبی-بنفش N5:E45 05/0 بنفش 

36 (1) N15:E35 05/0 (2)47 بنفش N5:E45 84/0 بنفش تیره 

36 (2) N15:E35 84/0 (1)48 بنفش تیره N5:E45 05/0 بنفش 

 37 (1) N15:E35 05/0 (2)48 بنفش N5:E45 84/0 بنفش تیره 

37 (2) N15:E35 84/0 (1)49 بنفش تیره N5:E45 05/0 بنفش 

38 (1) N15:E35 05/0 (2)49 بنفش N5:E45 84/0 بنفش تیره 

38 (2) N15:E35 82/0 (1)50 بنفش تیره N5:E45 05/0 بنفش 

39 (1) N15:E35 05/0 (2)50 بنفش N5:E45 84/0 بنفش تیره 

39 (2) N15:E35 82/0 (1)61 بنفش تیره E45:NB*5 05/0 بنفش 

40 (1) N15:E35 05/0 (2)61 بنفش E45:NB5 84/0 بنفش تیره 

40 (2) N15:E35 82/0 (1)62 بنفش تیره E45:NB5 05/0 بنفش 

 41 (1) N10:E40 05/0 (2)62 بنفش E45:NB5 84/0 بنفش تیره 

41 (2) N10:E40 82/0 (1)63 بنفش تیره E45:NB5 05/0 بنفش 

 42 (1) N10:E40 05/0 (2)63 بنفش E45:NB5 84/0 بنفش تیره 

42 (2) N10:E40 84/0 (1)64 بنفش تیره E45:NB5 05/0 بنفش 

43 (1) N10:E40 05/0 (2)64 بنفش E45:NB5 84/0 بنفش تیره 

 43 (2) N10:E40 84/0 (1)65 بنفش تیره E45:NB5 05/0 بنفش 

44 (1) N10:E40 05/0 (2)65 بنفش E45:NB5 84/0 بنفش تیره 

44 (2) N10:E40 84/0 بنفش تیره     

E *                     اتیل استات؛ :N ان هگزان؛ :NBان بوتانول : 
 

 دقت با بالا کارایی با نازکلایه کروماتوگرافی که ییآنجا از
 تشخیص ،کندمی عمل نازکلایه کروماتوگرافی از بهتری
( 30 فرکشن) شده استخراج ساپونین ترکیب از اینمونه
 از که بالا کارایی با نازکلایه کروماتوگرافی دستگاه توسط

 دستگاه در ساپونین استانداردنمونه شده  ذخیره اطلاعات
 تایید بیانگر ،نمایدمی استفاده ترکیب حضور تأیید جهت
 این در مطالعه مورد دریایی خیار در ساپونین حضور
 .بود آمده بدست Rf به توجه با تحقیق

 

 الف            ب

: )الف( در معرض نور 30شماره  فرکشن HPTLC: 2شکل 

 UV در معرض نورمرئی؛ )ب( 
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Figure 2: HPTLC for fraction no. 30: (A) visible light; 

(B) UV exposed. 

با  45شناسایی ساپونین موجود در فرکشن شماره 
 (HPTLC)نازک با کارایی بالا کروماتوگرافی لایه

پس از انتقال به دستگاه  45در مورد فرکشن شماره 
نازک با کارایی بالا، صفحات در معرض کروماتوگرافی لایه

نانومتر قرار گرفتند  254با طول موج  UVنور مرئی و نور 
که طبق  (3 )شکل ظاهر شد Rf=  21/0-82/0و دو لکه با 
ساپونین ذخیره شده در دستگاه از نمونه اطلاعات 
 ، ساپونین شناسایی شد.استاندارد

 

 
 الف         ب

: )الف( در معرض نور 45 شماره  فرکشن  HPTLC:3شکل 

 UV مرئی؛ )ب( در معرض نور

Figure 3: HPTLC for fraction no. 45: (A) visible light; 

(B) UV exposed 

 
 باکتریایی ساپونین استروئیدیخواص ضد

 MIC میزان ،شودمیمشاهده  2همان طور که در جدول 
شده از استخراجساپونین  ترکیبات حاوی فرکشنبرای 

 .Sمثبت در باکتری گرم S. hermanniخیار دریایی 

aureus  در باکتری  ،لیترگرم بر میلیمیکرو 200برابر با
لیتر میکروگرم بر میلی 100برابر با  B. cereus مثبتگرم

میکروگرم  40برابر با B. subtiliss مثبت در باکتری گرم و
 حاوی فرکشنلیتر بوده است. علاوه بر این بر میلی
لیتر میکروگرم بر میلی 500در غلظت ساپونین  ترکیبات

 گردید.  P. aeruginosa  منفیمانع از رشد باکتری گرم
 فرکشن ،نشان داده شده است 3جدول  درکه گونه همان
 S. aureusمثبت بر باکتری گرمساپونین  ترکیبات حاوی
هیچ اثر کشندگی نشان نداد  P. aeruginosaمنفی و گرم
 B. subtilissو  B. cereusمثبت های گرمبر باکتریولی 

اثر لیتر میکروگرم بر میلی 100و  400بترتیب در غلظت 
 باکتریوسیدی نشان داد.

 

  ساپونین ترکیبات حاوی برای فرکشن MIC: میزان 2جدول 

S. hermanni های مورد آزمایش در باکتری

 لیتر(میلی)میکروگرم بر 

Table 2: MIC for Saponin compounds fraction of S. 

hermanni in test bacteria (mcg/ml). 

 ساپونین استروئیدی MIC های باکتریسویه
Staphylococcus aureus  200 

Bacillus cereus 100 
Bacillus subtiliss 40 
Pseudomonas aeruginosa 500 

 
ساپونین  ترکیبات حاوی برای فرکشن MBC: میزان 3جدول 

S. hermanni های مورد آزمایش در باکتری

 لیتر()میکروگرم بر میلی

Table 3: MBC for Saponin compounds fraction of S. 

hermanni in test bacteria (mcg/ml). 

 

 ساپونین استروئیدی MIC های باکتریسویه
Staphylococcus aureus - 
Bacillus cereus 400 
Bacillus subtilis 100 
Pseudomonas aeruginosa - 

 

-خواص ضد باکتریایی ساپونین گلیکوزیدی
 استروئیدی

ساپونین برای  MIC میزان 4جدول  بر اساس
 .Sشده از خیار دریایی استخراجاستروئیدی -دیگلیکوزی

hermanni مثبت در باکتری گرمS. aureus  50برابر با 
 Bacillusمثبت باکتری گرم در لیتر،بر میلیگرم میکرو

cereus باکتری  درو  لیترمیکروگرم بر میلی 40 با برابر
لیتر میکروگرم بر میلی 10 با برابرB. subtiliss  مثبتگرم

 استروئیدی-گلیکوزیدی ساپونینبوده است. علاوه بر این 
لیتر مانع از رشد باکتری میکروگرم بر میلی 400در غلظت 

 .گردید P. aeruginosaمنفی گرم
 



  1شماره  /هفتسال بیست و                                                                 مجله علمی شیلات ایران                                

59 
 

استروئیدی -برای ساپونین گلیکوزیدی MIC: میزان 4جدول 

S. hermanni های مورد آزمایش در باکتری

 لیتر(.)میکروگرم بر میلی

Table 4: MIC for glycosides- steroidal Saponin of S. 

hermanni in test bacteria (mcg/ml). 

 ساپونین استروئیدی MIC های باکتریسویه
Staphylococcus aureus  50 

Bacillus cereus 40 
Bacillus subtilis 10 
Pseudomonas aeruginosa 400 

 
-گلیکوزیدیساپونین  MBC میزان 5جدول  بر اساس

 .S. aureus،   B مثبتهای گرمباکتری دراستروئیدی 

cereus  وB. subtilis  300و  100، 500با بترتیب برابر 
که نتایج نشان یهمانطورباشد. لیتر میمیکروگرم بر میلی

- بر باکتری گرماستروئیدی -ساپونین گلیکوزیدیدهد می
 .ندادنشان هیچ اثر کشندگی  P. aeruginosaمنفی 

 
 .Sاستروئیدی  -ساپونین گلیکوزیدی MBC : میزان5جدول 

hermanni های مورد آزمایش )میکروگرم در باکتری

 لیتر(میلیبر 

Table 5: MBC for glycosides- steroidal Saponin of S. 

hermanni in test bacteria (mcg/ml). 

 ساپونین استروئیدی MIC های باکتریسویه
Staphylococcus aureus  500 

Bacillus cereus 100 
Bacillus subtilis 300 
Pseudomonas aeruginosa - 

 
 آنتی بیوتیک آموکسی سیلینباکتریایی خواص ضد

در غلظت یکسان با  بیوتیک تجاری آموکسی سیلینآنتی
های مانع از رشد باکتری استروئیدی-گلیکوزیدی ساپونین

یب غلظت تبه تر) B. subtiliss و S. aureusگرم مثبت 
 میزان(. 6)جدول  شد( لیترمیکروگرم بر میلی 10و  50

MIC  های باکتری دربیوتیک آنتیاینB. cereus و P. 

aeruginosa  ه است.شدارائه  6در جدول  
بیوتیک تجاری علاوه بر این حداقل غلظت کشندگی آنتی

 100 با برابر S. aureusباکتری  در آموکسی سیلین
در و  B. cereus 50باکتری ، در لیترمیکروگرم بر میلی

به دست لیتر میکرو گرم بر میلی B. subtilis 40باکتری 
میکروگرم بر  2000در غلظت آمد. این آنتی بیوتیک 

 .Pمنفی گرم باکتری رفتنلیتر منجر به از بین میلی

aeruginosa (7)جدول  شد. 
 

های مورد آموکسی سیلین در باکتری MIC: میزان 6جدول 

 لیتر(آزمایش )میکروگرم بر میلی

Table 6: MIC for Amoxicillin in test bacteria 

(mcg/ml). 

 ساپونین استروئیدی MIC های باکتریسویه
Staphylococcus aureus  50 

Bacillus cereus 30 
Bacillus subtilis 10 
Pseudomonas aeruginosa 500 

 

 

های مورد آموکسی سیلین در باکتری MBC : میزان7جدول 

 لیتر(آزمایش )میکروگرم بر میلی

Table 7: MBC for Amoxicillin in test bacteria 

(mcg/ml). 

 ساپونین استروئیدی MIC های باکتریسویه

Staphylococcus aureus  100 
Bacillus cereus 50 
Bacillus subtilis 40 
Pseudomonas aeruginosa 2000 

 
 بحث

فعال موجود در خیار یستیکی از ترکیبات ز ساپونین
-میکتریایی بابیولوژیک ضدی است که دارای خواص دریای

فعالیت به مطالعه  تحقیق حاضربه همین منظور در  .باشد
خلیج شده از خیار دریایی ساپونین استخراجباکتریایی ضد

 و اولیه شناسایی برای .ه شدپرداخت S. hermanni فارس
لایه  کروماتوگرافی،هاساپونین حاوی های فرکشن انتخاب

 دقیقتر شناسایی . جهتگرفتقرار  استفادهمورد  نازک
ذخیره  اطلاعات و HPTLC دستگاه از آن نوع و ساپونین

 استفاده شد. دستگاه این درساپونین استاندارد نمونه شده 
 دستی روش به که کاغذی کروماتوگرافی در آنکه ضمن
 بود ساپونین موید حضور به دست آمده Rf نیز شد انجام

 داشت. تطابق شده انجام دستگاهی آنالیز با که
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-استخراج هایباکتریایی ساپونیندر مطالعه حاضر اثر ضد

های پاتوژن بر باکتری S. hermanniدریایی  شده از خیار
انسانی مورد بررسی قرار گرفت. با توجه به اینکه بیشتر 

-شده در این زمینه بررسی خواص ضدتحقیقات انجام

مزیت این تحقیق  ،باشددریایی می باکتریایی عصاره خیار
موجود  (باکتریایی ماده مؤثره )ساپونینبررسی خواص ضد

-با مقایسه اثر ضد .دریایی مورد مطالعه بود در خیار

 .Pمنفی بر باکتری گرم های استخراجیساپونین اییباکتری

aeroginosa ، ساپونین گلیکوزیدی با MIC400  اثر
-داد. آنتیبهتری نسبت به ساپونین استروئیدی نشان 

سیلین نسبت به ساپونین گلیکوزیدی اثر بیوتیک آموکسی
 .P منفیکمتری نشان داد اما تأثیر آن بر باکتری گرم

aeroginosa  برابر با ساپونین استروئیدی باMIC 500 
 .Pباشد. ساپونین گلیکوزیدی و استروئیدی بر باکتری می

aeroginosa اما  هیچ فعالیت باکتریوسیدی نشان ندادند
بیوتیک مورد استفاده به کشندگی آنتیحداقل غلظت

-میکروگرم بر میلی 2000عنوان شاهد مثبت در غلظت 

باکتری  در اییباکتریبا بررسی خواص ضد .باشدلیتر می
ها ساپونینتوان دریافت که می B. cereusمثبت گرم

سیلین اثر بهتری نشان بیوتیک آموکسینسبت به آنتی
به  مهارکنندگی رشدای که بیشترین اثر گونهدادند به

 استروئیدی و سپس-گلیکوزیدیترتیب برای ساپونین 
بود. همینطور  100 و 40 به ترتیب MICبا استروئیدی 

کشندگی برای ساپونین استروئیدی، حداقل غلظت
-باکتری گرم دربیوتیک استروئیدی و آنتی-گلیکوزیدی

 50و  100، 400به ترتیب برابر  B. cereusمثبت 
 لیتر بود.میکروگرم بر میلی
مثبت ها بر باکتری گرمباکتریایی ساپونینبا مقایسه اثر ضد

B. subtilis توان دریافت که ساپونین گلیکوزیدی و می
میکروگرم بر  MIC 10سیلین با بیوتیک آموکسیآنتی
 40با غلظت  لیتر نسبت به ساپونین استروئیدیمیلی

باکتریایی بهتری نشان لیتر اثر ضدمیکروگرم بر میلی
ها بر این باکتری اثر باکتریوسیدی نشان . ساپونینندداد

اثر  ، بیشترینسیلینآموکسیبعد از ای که گونهدادند به
 سپس واستروئیدی ساپونین  به ترتیب متعلق بهکشندگی 

 300 و  MBC 100 به ترتیب با استروئیدی -گلیکوزیدی
 . لیتر بودمیلی بر میکروگرم

شده از های استخراجباکتریایی ساپونینبا مقایسه اثر ضد
و آنتی بیوتیک آموکسی  S. hermanni دریایی خیار

آموکسی سیلین  ،S. aureusمثبت بر باکتری گرم سیلین
بعد از آن، ساپونین . داد نشانبهتری اثر مهارکنندگی 

 نسبت به ساپونین استروئیدی با  MIC 50 گلیکوزیدی با

MIC200 بر بهتری  مهارکنندگیلیتر گرم بر میلیمیکرو
های موجود در اکثر عفونت نشان دادند.رشد باکتری 

 زا از قبیلهای بیماریباکتریشیوع ها به علت بیمارستان
S. aureus برای مدت زمان طولانی  ندقادر باشد کهمی

که در  S.aureus باکتری های د. نیمی ازننبمازنده 
هایی مثل بیوتیکاند به آنتیها یافت شدهبیمارستان

. (Selsted and Ouellette, 2005) اندمتیسیلین مقاوم
های باکتریایی مقاوم، رسد به دلیل وجود سویهبنظر می

های سنتزی جایگزین وجود دارد. بیوتیکنیاز به آنتی
تواند به عنوان میمیکروبی طبیعی، کشف ترکیبات ضد

ی هامیکروارگانیسماین سلاح جدیدی برای مبارزه با 
 باشد. بیماری زا

 B. subtilis ،مثبت مورد مطالعههای گرمدر میان باکتری
حساسیت کمتری  S. aureus باکتریو  حساسیت بیشتر

شده از های استخراجباکتریایی ساپونیناثر ضد نسبت به
نشان  MBCو  MICاز نظر  S. hermanniخیار دریایی 

-فعالیت ضد( 2014)و همکاران  Adibpour. ندداد

را بر  Holothuria leucospilotaدریایی  باکتریایی خیار
بررسی  B. cereusو  S. aureusمثبت باکتری گرم

رشد باکتری  خیار دریایی کردند. نتایج نشان داد عصاره
S.aureus  کنندگی بر اما هیچ اثر مهار نمودهرا مهار

در . (Adibpour et al., 2014ندارد ) B. cereusباکتری 
 باکتریاییقارچی و ضدهای ضدفعالیت دیگری مطالعه
های خیار دریایی مانند گونه های الکلی برخیعصاره

Actinopyga echinites، Actinopyga miliaris و  

Holothuria scabra توسطAbraham و همکاران 
مورد بررسی قرار گرفت. این محققان دریافتند که  (2002)

ها مانند سایر گونه .Bacillus spبه استثنای گونه باکتری 
E.coli ،Aeromonas hydrophila ،Enterococccus 
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sp. ،P.aeruginosa ،Klebsiella pneumoniae،S. 

aureus  ،S. typhi ،Vibrio harveyi  و گونه قارچ
های آسپرژیلوس جداسازی شده از ماهی نسبت به عصاره

خیار دریایی حساس بودند. در جمع بندی  آزمایش شده
ها، احتمالا میکروبی این عصارهعنوان شد که پتانسیل ضد 

های میکروبی نظیر ساپونینبه دلیل حضور عوامل ضد
 استروئیدی در عصاره خیار دریایی است.

-اثر ضد (2014) و همکاران Farjamiدر پژوهشی دیگر 

نولی، کلروفرمی و هگزانی های متاعصاره باکتریایی
های دیواره، روده و گناد خیار شده از بخشاستخراج

 Holothuriaخلیج فارس ) جمع آوری شده از دریایی

leucospilota را بر باکتری )Escherichia coli  مورد
های متانولی ایج نشان داد که عصارهبررسی قرار دادند. نت

های عصاره باکتریایی نداشتند ولیدگونه اثر ضهیچ
لیتر اثر گرم در میلیمیلی 10و  5های کلروفرمی در غلظت

شده از باکتری نشان دادند. عصاره هگزانی استخراجضد
و عصاره هگزانی روده  10و  5های بخش دیواره در غلظت

لیتر از رشد گرم در میلیمیلی 10و  5،  5/2های در غلظت
کدام باکتری جلوگیری نمودند. عصاره هگزانی گناد در هیچ

باکتری نشان نداد. همه های مورد بررسی اثر ضداز غلظت
 5های کلروفرمی و عصاره هگزانی دیواره در غلظت عصاره

-گرم در میلیمیلی 5/2و عصاره هگزانی گناد در غلظت 

ت بازدارندگی از رشد را داشتند. در بین لیتر کمترین غلظ
گرم میلی 10ها فقط عصاره هگزانی روده در غلظت عصاره

ناظمی و همکاران  لیتر باعث مرگ باکتری شد.در میلی
های باکتریایی عصارهبه بررسی فعالیت ضد( 1395)

 Holothuriaمتانولی و آبی دیواره بدن خیار دریایی گونه 

Leucospilota زای های بیماریروی برخی از باکتری
-عصاره آبی روی هیچ دادانسانی پرداختند. نتایج نشان 

باکتری از خود های مورد آزمایش اثر ضدکدام از باکتری
های مورد تنها عصاره متانولی نسبت به باکترینشان نداد. 

. در این پروژه دادآزمایش اثر باکتریواستاتیک از خود نشان 
منفی های گرمنولی نسبت به باکتریعصاره متا

Escherichia coli ،Salmonella typhi  وSerratia 

marcescens   اثر باکتریواستاتیک در غلظت به ترتیب
لیتر از خود نشان گرم بر میلیمیلی10و  10  ،30های 

نسبت به این عصاره  P. aeroginosaاما باکتری  ،داد
های نسبت به باکتری . همچنین عصاره متانولیبودمقاوم 

S. typhi  وS. marcescens 50و  30های در غلظت 
. دادلیتر اثر باکتریوسیدی از خود نشان گرم بر میلیمیلی

به عبارتی دیگر این عصاره منجر به مرگ باکتری 
Escherichia coli .نمی شود Mariana و همکاران 

باکتریایی عصاره متانولی خیار دریایی فعالیت ضد  (2009)
Stichopus badionotus  را با دو روش انتشار دیسک

مورد بررسی قرار دادند. نتایج    broth macro dilutionو
-نشان داد که عصاره متانولی خیار دریایی فعالیت ضد 

داشته است. حداقل  S. aureusباکتریایی علیه باکتری 
هایی با مقاومت کم برابر با یهغلظت ممانعتی بر علیه سو

لیتر و برای سویه های مقاوم برابر میلی گرم بر میلی 75/3
 میلی گرم بر میلی لیتر بود. 50/7با 

 MIC بودن بالاتر) تحقیق این در آمده بدست نتایج
( مثبت گرم به نسبت منفی گرم یباکتریها علیه ساپونین

 نسبت مثبت گرم یباکتریها بودن ترحساس از حاکی نیز
 غشاهای وجود دلیل به. بود منفی گرم یباکتریها به

 گرم یباکتریها در سلولی دیواره کننده احاطه خارجی
 برابر در باکتریها این که رسد می نظر به منطقی منفی
 خود از کمتری حساسیت ترکیب اییباکتری ضد اثرات
 در ی گزارش شدهها تفاوت رسدمی بنظر .دهندمی نشان

مانند خیارهای دریایی گونه های مختلف خواص بیولوژیک 
های متابولیتو نوع باکتریایی به علت وجود اثرات ضد 

باشد که در شرایط مختلف اکولوژی، در فصول ای میثانویه
گردند. مختلف سال و مواجه با آلودگی میکروبی سنتز می

های شیمیایی هستند های ثانویه سلاحدر واقع متابولیت
دریایی برای ادامه حیات از آنها  که آبزیان مانند خیار

-سیستم ایمنی ذاتی میاین  ،بنابراین .کننداستفاده می

 تواند به عنوان یک منبع بالقوه برای کشف ترکیبات ضد
 در نظر گرفته شود. میکروبی 
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Abstract 

Sea cucumbers produce various bioactive compounds especially secondary metabolites including 

Saponin. The aim of this study was to investigate antibacterial activity of the Saponin extracted from 

the Persian Gulf sea cucumber (Stichopus hermanni) in some gram positive and negative bacteria. 

Extraction was first done by ethanol 70% and then Saponins were separated through column 

chromatography with silica gel. Extracted Saponins were identified through thin layer chromatography 

(TLC) and high performance thin layer chromatography (HPTLC). Minimum inhibitory concentration 

(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were investigated via tubular dilution. Two 

groups of steroidal and glycosides Saponins with Rf 0.9 and 0.05 were respectively identified in 

fractions extracted by TLC. HPTLC results for a sample of extracted Saponin confirmed the existence 

of Saponin in sea cucumber regarding the Rf. The gram negative bacterium Pseudomonas aeroginosa 

was the most resistant one to steroidal and glycosides- steroidal Saponins with MIC of 500 and 400 

micg/ml, respectively. Steroidal and glycosides- steroidal Saponins showed no bactericidal effect in 

gram negative bacterium Pseudomonas aeroginosa. Among the gram positive bacteria, the highest 

MBC of 500 micg/ml belonged to glycosides- steroidal Saponin for Staphylococcus aureus. The 

higher MIC in gram negative bacteria approves the lower antibacterial property of the steroidal and 

glycosides Saponin extracted from sea cucumber Stichopus hermanni in these bacteria compared to 

the gram positive ones.  
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