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چکیده
نقشخارجبهانتشارهاي پمپشوند.میسببرادرمانغیرقابلواقعاًهاي عفونتدارویی،چندمقاوممنفیگرمهاي باکتري

برجستهاهمیتیکهاستخارجبهانتشارپمپترینشدهشناختهAcrAB-TolCدارند.هاباکتريدرداروییمقاومتایجاددرکلیدي
.Eباکتريدرداروییچندمقاومفنوتیپایجاددر coli.اینهدفاست.داروییمقاومتبامقابلهبرايراهکاريپمپاینمهاردارد

Sophora alopecuroides(انیبتلخگیاهعصارهاثربررسیپژوهش L.(پمپمهاربرAcrAB-TolCهاي موتاندرE. coliبوده
استفادهسیپروفلوکساسینباترکیبوتنهاصورتبه)MIC(مهاريغلظتحداقلسنجشبرايتامآلکالوئیدهايحاويعصارهاست.
تعیینسیپروفلوکساسینMICبعدوشدهتیمارپیشمختلفزمانیهايدورهدرعصاره،MICازکمترغلظتبامقاومهاي موتانشد.
واقعیزمانPCRتکنیکباسیپروفلوکساسینحضورعدموحضوردرعصارهبانشدهوشدهتیمارهاي موتاندرacrAژنبیانشد.

سیپروفلوکساسین،باترکیبدر،MICازکمترغلظتیدروداردضدباکتریاییاثرتنهاییبهعصارهکهدادنشاننتایجشد.سنجش
واقعیزمانPCRنتایجشد.سیپروفلوکساسینMICکاهشموجبساعته36تیمارپیشدرهمچنیناست.سینرژیستیاثرداراي
.Eهاي موتاندراهیگعصارهنتیجه،درشد.acrAژنبیانکاهشبهمنجرعصارهباتیمارپیشکهدادنشان coliدارویی،چندمقاوم

راراهکاريتواندمیآنهااثراتی بررسواهیگي دهایآلکالوئبهتري جداسازبنابراینکند.میعملپمپمهارکنندهیکهماننداحتمالاً
کند.فراهمدیجددارويساختبراي

خارج،بهانتشارپمپمهارکننده،AcrAB-TolCپمپ،داروییچندمقاومتگیاهی،دارويکلیدي:هاي واژه
Sophora alopecuroides(انیبتلخگیاه L.(.

مقدمه
اخیرهاي سالدربیوتیکآنتیبهمقاومهاي باکتريتعداد
کاراییبهتواندمیمقاومتیچنینواستیافتهافزایش
مقاومتکهاستشدهمشخصبزند.لطمهضدمیکروبیدرمان

میرومرگبرايخاصخطرفاکتوریکفلوروکینولونی

استباکتریاییهاي جنسبرخیهاي عفونتبهمربوط
)Piddock et al., .Eدر.)2010 coliهاي مکانیسم

کاهشدلیلبهدارویافتهکاهشجذبازجملهمتعددي،
جهش،)OmpFبیانکاهش(مانندغشاییهاي پورینبیان
GyrAواحدزیردر(جهشداروهااینهدفآنزیمدر
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هاي پمپتوسطداروکردنخارجوژیراز)DNAآنزیم
درتوانندمی،)AcrAB-TolCمانند(خارجبهانتشار

Karczmarczyk(کنندشرکتهافلوروکینولونبهمقاومت

et al., 2011(.
.Eسویه50بررسیاخیراً coliهاي نمونهازشدهجدا

بیانمیانراقويرابطهیکژاپن،درسگ،وانسانیبالینی
سطحوAcrAB-TolCخارجبهانتشارپمپحدازبیش

مقاومسویه20تمامدرفلوروکینولونیمقاومتبالاي
Sun(دادنشانچندگانه et al., پمپاینبیانیبیش.)2014

کهشودمیایجادتنظیمیهاي پروتئیندرجهشتوسط
عملرونویسیهاي کنندهسرکوبعنوانبهمستقیمطوربه

مهارراacrABرونویسیکه،AcrR:مثال(برايکنندمی
رونویسیهاي کنندهفعالبیانغیرمستقیمطوربهیا)،کندمی

Seeger(کنندمیمهاررابالادستی et al., (براي)2008
یکMarA.)کندمیمهارراMarAکهMarRمثال:
فعالراmarRABوacrAB،tolCبیانکهاستکنندهفعال
Kumar(کندمی & Schweizer هاییبیوتیکآنتی.))2005

marAبیانافزایشموجبکلرامفنیکلوتتراسیکلینهمانند

Hächler(شوندمی et al., 1991(.
واسطهبامقاومتبامقابلهبراياستفادهموردراهبردهاي

هاي بیوتیکآنتیجستجويبراساسیاخارج،بهانتشار
خارجبهانتشارهاي سیستمسدازکههستندجدید

خارجبهانتشارپمپهاي مهارکنندهبراساسیاگذرندمی
)EPI: Efflux Pump Inhibitor(نظربهبنابراین باشند.می

برايجالبرویکردیکهاEPIتوسعهوشناساییرسدمی
زیراباشد،میهابیوتیکآنتیبالینیکاراییبهبخشیدنبهبود
وباشدفعالMDRهاي پمپعلیهتواندمیمنفردEPIیک

Zechini(شوداستفادهکمکیدرمانعنوانبه & Versace,

دويهردربالقوههاي EPIشناساییبرايتحقیق.)2009
استانجامحالدرداروسازيصنعتودانشگاهینهادهاي

حاضرحالدرونیستبالینیودرمانیمرحلهدرهنوزاما
در/ضدمیکروبیEPIداروییهايترکیبگونههیچ

Stavri(نداردوجودهاداروخانه et al., Kourtesi؛ 2007

et al., 2013(.

-AcrABپمپبرايتاکنونکهمهارکنندگانیازیکی

TolCفنیلآمیديپپتیدديترکیباست،شدهشناسایی
:PAβNA(آمیدنفتیلبتاآرژنینآلانین Phe-Arg-β-

naphthylamide(یکعملکردي،نظرازکهباشدمی
Blair(استرقابتیمهارکننده & Piddock, البته. )2009

انتشارهاي پمپبرمهارکنندهاینعملدقیقسازوکار هنوز
Matsumoto(استنشدهشناخته et al., این.)2011

یکعنوانبهمتداولصورتبهآزمایشگاهدرمهارکننده
انتشارازناشیبیوتیکیآنتیمقاومتدادننشانبرايغربال

دسترسیویتسمدلیلبهاما،شودمیاستفادهخارجبه
شودنمیاستفادهبالینیمطالعاتدرها،بافتزیستی

)Piddock et al., 2010(.
هاي بیوتیکآنتیعرضهندیافربودنی طولانبهتوجهبا
اهدافشناسایی،MDRهاي باکتريگسترشوظهور،جدید
وخارجبهانتشارمکانیسمکردنمتوقفبرايروشن

اثراتبدونوبالامهارياثریکباهاییمولکولانتخاب
باشد.میمبرمنیازیکجانواران،هاي سلولرويیسم
اثرمیزانتعیینبرايبیشترهاي سنجشانجاماینکه علاوهبه

EPIباشدمیضروريخارجبهانتشارهاي پمپرويها
)Zechini & Versace, طبیعی،منابعمیانایندر.)2009

متنوعیشیمیاییساختارهايدلیلبهداروییگیاهانازجمله
شناساییبرايتلاشدررا متمایزينقشکنند،میارائهکه

EPI دارندبالقوهضدمیکروبیموادوپیشروهاي)Zhou et

al., Tegos؛ 2012 et al., 2011(.
Sophora(انیبتلخاهیگ alopecuroides(گیاهی

ورنگکرمهايگلبرگچه،جفت12- 7دارايچندساله،
صورتبهوبودهبقولاتخانوادهازکهاستنیامنوعازمیوه

جنوبویونان،غربیجنوبوشرقیآسیايدرگسترده
Küçükboyaci(داردپراکنشروسیه et al., 2011(.
آلکالوئیدهاي"جنس،اینگیاهانزیستیفعالهايترکیب

ضدمیکروبی،هاي تیفعالکهدنباشمی"کوئینولیزیدین
وي ضدتومورضدالتهاب،ضدتب،ضددرد،،یبخشآرام
اثباتبهدهایآلکالوئنیای روسیضدوتوجهقابلهاي تیفعال

سنتیطبدرSophoraجنسگیاهاناز.استرسیده
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استفادهفراوانیبهچینویژهبهآسیاییکشورهايازبسیاري
Küçükboyaci(شودمی et al., Zhou؛ 2011 et al.,

تامآلکالوئیدهاياثربررسیمطالعهاینهدف.)2013
وAcrAB-TolCپمپمهاربرگیاهاینازشدهاستخراج

مقاومهاي موتاندرسیپروفلوکساسینبهمقاومتکاهش
.Eداروییچند coliباشدمی.

هاروشومواد
کشتمحیطوضدمیکروبیهايترکیب

برايمثبتکنترلعنوان(بهPAβNAپمپمهارکننده
سیپروفلوکساسینتتراسیکلین،هاي بیوتیکآنتیوپمپ)مهار

کشتبرايشد.خریداريسیگماشرکتازپودرصورتبه
حاويLBAو)آلمان،(مركLBکشتمحیطازهاباکتري

شد.استفاده)آلمان،(مركآگار5/1%

اییباکتریهاي موتانوسویه
مضاعفموتانسهووحشیتیپازپژوهشایندر

gyrA marR)RE17،RE14،RE6(باکتريبهمربوط
E. coli K12سویهMG1655پیشینهايکارازحاصل

مهاريغلظتحداقلومشخصاتکهشداستفاده
)MIC: Minimum Inhibitory Concentration(

استشدهارائه1جدولدریکهربرايهابیوتیکآنتی
)Pourahmad Jaktaji & Ebadi, Pourahmad؛ 2013

Jaktaji et al., هاي غلظتدرکشتازاستفادهبا. )2012
،RE17،RE14هاي موتانازتتراسیکلین،افزایشیمتوالی
RE6هاي کلونترتیببهPM1،PM2،PM3کهشدساخته

ونیکلیتتراسبهنسبتبالاتريمقاومتي دارا
مقاومکلونسهایناز.)1(جدولبودندنیپروفلوکساسیس

شد.استفادهمطالعهاینهايآزمایشانجامبراي

آزمایشموردهاي کلونوموتان،سویه-1جدول

مشخصاتسویه/موتان/کلون
MIC (μg/ml)

TcCip

MG16553035/0وحشیتیپ
RE gyrAمضاعفموتان17 marR301
RE gyrAمضاعفموتان14 marR351
RE gyrAمضاعفموتان6 marR451
PM REکشتازحاصلکلون1 Tc130100با17
PM REکشتازحاصلکلون2 Tc130100با14
PM REکشتازحاصلکلون3 Tc130100با6

TcوCipباشند.میسیپروفلوکساسینوتتراسیکلینبراياختصاريحروفترتیببه

Sophoraگیاهگیريعصاره alopecuroidesهدفبا
تامآلکالوئیدهاياستخراج
Sophoraگیاهابتدا alopecuroidesازبالغمیوهداراي

بختیاري،وچهارمحالاستان،فارسانشهرستانمنطقه
شد.شناساییشهرکرددانشگاههرباریومدروآوريجمع

شدند.خشکخورشیدنورازدورشدهآوريجمعگیاهان

پودرخردکنتوسطهادانهوشدجداهادانهغلافسپس
شدند.
gr100دراتاق،دمايدرروزدومدتبهگیاهدانهپودر

ml250استفادهباحاصلعصارهشد.خیسانده%80اتانول
دستگاهازاستفادهباعصارهاتانولشد.صافواتمنکاغذاز

دروبارهدهشدتغلیظعصارهوشدتقطیرخلأدرروتاري
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بابعد،مرحلهدرشد.حلشدهاتوکلاوتقطیرباردوآب
،آنریتبخوی آلفازبهعصارهانتقالوبازودیاسازاستفاده
Atta-Ur-Rahman(آمدبدستخشکعصاره et al.,

آبازاستفادهباوشدوزنماندهباقیجامدعصاره.)2000
دروشدتهیهmg/ml170غلظتبااستوکیآنازمقطر

شد.نگهداريC4˚یخچال

MICتعیینهايآزمایش

برايتنها،صورتبهPAβNAوعصارهMICتعیینبراي
آزمایشموردکلونسهازیکهرو)MG1655(وحشیتیپ

)PM1،PM2،PM3(کشتLBتراکمباCFU/ml106

لولهدرباکتريهربرايشد.تهیهتلقیحمایهعنوانبه
متوالیهاي رقتسري،LBحاويهاي آزمایش

)mg/ml5/22 -1 (صورتبههمچنینوگیاهیعصارهاز
)PAβNA)μg/ml1250 -10متوالیهاي رقتسريجداگانه

درساعت24مدتبههاکشتوشدانجامتلقیحشد.تهیه
برايتلقیحبدونکشتمحیطازشدند.گرمادهیC37˚دماي
وعصارهفاقدوشدهتلقیحکشتمحیطازومنفیکنترل

PAβNAهربرايمراحلتمامشد.استفادهمثبتکنترلبراي
ازهاکشتگرمادهی،ازپسشد.انجامتکرارسهدرباکتري

وشدندبررسیچشمیروشبهمشهودکدورتوجودنظر
کشتمحیطدرمرئیرشدیاکدورتآندرکهیغلظتکمترین
Pourahmad(شدگرفتهنظردرMICعنوانبهشتنداوجود

Jaktaji & Mohiti, ,Andrews؛ 2010 2001(.
ترکیبیMICتعیینبرايبعدمرحلهدر

موردهاي باکتريبرگیاهیعصارهوسیپروفلوکساسین
استفادهچاهکی96میکروپلیتاز،تکرارسهدرآزمایش

ومقاومهاي کلونازیکهربرايابتدا،کاراینبرايشد.
CFU/ml104تراکمباLBکشتآزمایشموردوحشیتیپ

درباکتريهاي کشتاینازμl100حجمشد.انجام
ازسپس.گردیداضافهمیکروپلیتازنظرموردهاي چاهک

عصارهاز)MICاز(کمترمهاريحدزیرغلظتچند
)mg/ml6-1(مهاريحدزیرغلظتچندهمراهبه
)μg/ml60-ng/ml500ومقاومهاي کلونبراي

ng/ml16-8صورتبهسیپروفلوکساسینوحشی)تیپبراي
کشتمحیطدر"تنها"صورتبههمچنینو"ترکیبی"

کشتمحیطازشد.ایجادشدهمشخصقبلازهاي چاهک
عصارهفاقدکشتومنفیکنترلعنوانبهباکتريبدونمایع

بهسپسشد.استفادهمثبتکنترلعنوانبهبیوتیکآنتیو
ثابتانکوباتوردرC37˚دمايدرساعت24تا16مدت

روشبههمMICجوابنهایتدرشد.انجامگرمادهی
کنترلکشتبامقایسهدرکدورتوجودلحاظازچشمی

)Zhou et al., جذبگیرياندازهکمکبههمو)2012
الایزاخوانشگردستگاهازاستفادهباهاکشتنوري

)ELISA Reader(دوهرازغلظتکمترینشد.بررسی
، شودمیباکتريرشدمهارموجبهمباترکیبدرکهماده،

همزمانصورتبهشد.مشخصترکیبیهايMICعنوانبه
)μg/ml50-10(کنترل،EPIعنوانبه،PAβNAترکیبیاثر

)Lamers et al., - μg/ml60(سیپروفلوکساسینبا)2013
ng/ml500ومقاومهاي کلونبرايng/ml16 -8تیپبراي

شد.سنجشروندهمینبانیزوحشی)

PAβNAوگیاهعصارهباسیپروفلوکساسینکنشمیانارزیابی

:FICI(نسبیمهاريغلظتشاخصاز Fractional

Inhibitory Concentration Index(ارزیابیبراي
PAβNAوگیاهعصارهباسیپروفلوکساسینهاي کنشمیان

فرمولازاستفادهباFICIشد.استفاده
FICI=FICA+FICBفرمولایندرشد.محاسبهFICA

بهAدارويMICترکیب/درAدارويMICبااستبرابر
دارويMICبااستبرابرFICBترتیبهمینبهوتنهایی

Bترکیب/درMICدارويB5/0تنهایی.به≤FICIنشانگر
اثروجودنشانگرFICI<4وسینرژیستیاثروجود

FICI<5/0≥4اگراست.BوAدارويمیانآنتاگونیستی
Zhou(نداردوجودBوAدارويمیانکنشیمیانباشد، et

al., ,Botelho؛ 2012 2000(.
وفنوتیپیهاي ویژگیبودنیکساندلیلبهتوجه:

MICمراحلادامهآزمایش،موردمقاومکلونسههاي
شد.انجامPM1مقاومکلونازاستفادهباتنهامطالعه
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باکتريتیمارپیشازپسسیپروفلوکساسینMICبررسی
گیاهعصارهبا

LBدر)،PM1(آزمایشموردمقاومکلونتیمارپیش

هاي دورهدرگیاهیعصارهازmg/ml56/1غلظتحاوي
استفادهباگرمادهیشد.انجامساعته36و12،24زمانی

rpm180-150دوروC37˚دمايدرانکوباتورشیکراز
MICنظر،موردزمانیدورههرپایاندر.شدانجام

Zhou(شدسنجشسیپروفلوکساسین et al., ایندر.)2012
کنترلعنوانبهباکتريفاقدمایعکشتمحیطازآزمایش

عنوانبهبیوتیکآنتیبدونشدهتلقیحکشتمحیطازومنفی
گردید.استفادهمثبتکنترل

باکتریاییکلRNAاستخراج
موجطولدر6/0نوريجذبباLBکشتابتدا

nm600)600OD(متفاوتتیمار5ووحشیتیپبرايPM1

سیپروفلوکساسین،مهاريحدزیرغلظت- 1شامل:
ترکیب-3گیاه،عصارهمهاريحدزیرغلظت- 2

،گیاهعصارهوسیپروفلوکساسینمهاريحدزیرهاي غلظت
وسیپروفلوکساسینمهاريحدزیرهاي غلظتترکیب- 4

PAβNAمهاريحدزیرغلظتباساعته36تیمار-5و
شدهتهیههاي کشتازباکتریاییRNAشد.تهیهگیاهعصاره

Rneasyکیتازاستفادهبا mini Kit(کیاژن)با.شداستخراج
DNaseازاستفاده IفاقدRNase)هاي نمونهروي)فرمنتاس
RNAتیمارشده،استخراجDNaseوگردیدانجامDNA

RevertAidکیتازcDNAسنتزبراي.شدحذف Reverse

Transcriptase)غلظتبهتوجهبا.شداستفاده)فرمنتاس
حاويکهمشخصیحجمنمونههراز،RNAهاي نمونه

ng RNA500،امرزهگپرایمرازاستفادهباوشدبرداشتهبود
سنتزRNAهاي نمونهازcDNAکیتروشطبقتصادفی

Pourahmad(شد Jaktaji & Jazayeri, 2013(.

RealتکنیکباacrAژنبیانبررسی Time PCR

cDNAووحشیتیپکشتاز(حاصلشدهسنتزهاي
همچنینوacrAژنبیانبررسیبراي)PM1متفاوتتیمار5

درPCRتکنیکطریقاززاد،خانهژنعنوانبه،gapAژن
وژاپن)(تاکارا،گرینسایبرکیتازاستفادهباواقعیزمان

Rotorترموسایکر Gene استفادهموردتکرار،سهدر،6000
بهacrAبیان(نسبتفافلروشباژننسبیبیانگرفتند.قرار
Pfaffl(شدبررسی)gapAبیان et al., پرایمرهاي.)2002

شرایطاست.شدهارائه2جدولدراستفادهمورداختصاصی
بدستپیشینتحقیقاتازواقعیزماندرPCRواکنشدمایی

Pourahmad(آمد Jaktaji & Jazayeri, 2013(.

استفادهموردپرایمرهايمشخصات-2جدول
منبعمحصولاندازه)5´-3(توالیترتیبپرایمرنوع

acrA
FTTGAAATTACGCTTCAGGAT

bp189)Pourahmad & Jazayeri, 2013(
RCTTAGCCCTAACAGGATGTG

gapA
FACTTACGAGCAGATCAAAGC

bp170)Pourahmad & Jazayeri, 2013(
RAGTTTCACGAAGTTGTCGTT

هادادهآماريبررسی
طریقاز)T-test(تیآزمونازاستفادهباآماريبررسی

حدودشد.انجامExcelبرنامههمچنینوSPSSافزارنرم

وشدگرفتهنظردر%95هاآزمایشهمهبراياطمینان
05/0<P2ازشیبانیبریمقادگردید.محسوبدارمعنی،

شد.گرفتهنظردرانیبشیب
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نتایج
میــــانکنشوMICتعیــــینهــــايآزمــــایشنتــــایج

PAβNAوگیاهعصارهباسیپروفلوکساسین

شنکمیاننوعوFICIمقادیر،MICتعییننتایج
مهاريغلظتحداقلاست.شدهارائه3جدولدرهاترکیب

PAβNAشدتعیینپیشینمطالعاتازحساسسویهبراي
)Matsumoto et al., Lamers؛ 2011 et al., 2013(.

آزمایش،موردکلونسهدریکسانفنوتیپمشاهدهدلیلبه
شد.انجامPM1برايتنهاکارادامه

PAβNAوگیاهیعصارهباسیپروفلوکساسینمیانکنشوترکیبیاثربررسینتایج-3جدول

باکتريPAβNAگیاه/عصاره- CIPترکیب
MICازیکهرتنها

هابیترک
MICيبراترکیبی

کنشمیانFICIهابیترکازیکهر

CIP (μg/mL)-گیاهعصاره(mg/mL)

MG1655035/0-3---------
PM 1100-5/121-56/113/0SYN

PM 2100-5/121-56/113/0SYN

PM 3100-5/121-56/113/0SYN

CIP (μg/mL)-PAβNA (μg/mL)

MG1655035/0-256---------
PM 1100-3001-2509/0SYN

PM 2100-3001-2509/0SYN

PM 3100-3001-2509/0SYN

SYN:سینرژیستیبرايمخفف

باکتريتیمارپیشازپسسیپروفلوکساسینMICبررسی
گیاهعصارهبا

موجبگیاهعصارهmg/ml56/1غلظتباتیمارپیش
بهPM1کلونمقاومتدرچشمگیريکاهش

μg/ml1غلظتبراينتیجهبهترینشد.سیپروفلوکساسین
بود.ساعته36تیمارپیشدرسیپروفلوکساسین

acrAژنبیانبررسینتایج

قلهیکgapAوacrAژندوهربرايذوبمنحنی
ژناختصاصیتکثیرازحکایتکهدادنشانراشاخص

وacrAهايژنذوبنقطه.داشتآلودگیعدمونظرمورد
gapAبهتوجهبابود.گرادیسانتدرجه86و88بیترتبه
انجامتکرارسهدرواقعیزماندرPCRهايواکنشاینکه

درمیانگینصورتبهacrAژننسبیبیانبررسینتایجشد،
است.شدهارائه4جدول

هادادهآماريبررسی
باشدهتیمارPM1هاي نمونهدرacrAژنبیانمقایسه

مشخصتیآزمونتوسطنشدهتیمارنمونهبهنسبتگیاه
عصارهمهاريحدزیرغلظتباشدهتیمارنمونهدرکهکرد

حدزیرغلظتباشدهتیمارنمونههمچنینوتنهاییبه
است،P<05/0ترکیبیصورت بهگیاهعصارهوCIPمهاري

دهند،نمینشاننشدهتیمارنمونهباداريمعنیتفاوتیعنی
عصارهباساعته36تیمارپیشنمونهدرژناینبیاناما

داريمعنیکاهشنشدهتیمارنمونهبهنسبتگیاه،
)05/0>P(داد.نشان
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PM1تیمارچهارووحشیتیپدرacrAژننسبیبیان-4جدول

acrAژننسبیبیانکلونسویه/

MG1655)(1وحشیتیپ

PM1

CIP34/5مهاريحدزیرغلظتباشدهتیمار
07/4گیاهعصارهوCIPمهاريحدزیرغلظتباشدهتیمار

PAβNA99/0وCIPمهاريحدزیرغلظتباشدهمارتی
76/3گیاهعصارهمهاريحدزیرغلظتباشدهتیمار

98/2ساعت36مدتبهگیاهعصارهمهاريحدزیرغلظتباشدهتیمار
بود.%10ازکمترریمقادتمامي برااستانداردي خطازانیم

بحث
خارجبهانتشارپمپکهايبرجستهنقشبه توجهبا

AcrAB-TolCایجاددرMDRباکتريدرE. coliدارد
)Szmolka & Nagy, عصارهازاستفادهباآنمهار،)2013

Sophoraبومیگیاه alopecuroides،پژوهشاینهدفمورد
آلکالوئیدحاويعصارهکهدادنشاننتایجوگرفتقرار

ضدمیکروبیاثردارايتنهاییبهگیاهایندانهازشدهاستخراج
،PM1،PM2(مقاومهاي کلوندرگیاهعصارهMICباشد.می

PM3(مقاومتوجودکهبودوحشیتیپازبیشتربرابرچهار
کند.میمطرحهاموتانایندرراگیاهعصارهبه

همmg/ml56/1مهاريحدزیرغلظتدرگیاهعصاره
غلظتباهمزمانترکیبصورتبههموتیمارپیشصورتبه

بهمقاومتکاهشموجبسیپروفلوکساسین،مهاريحدزیر
حالتدر. شودمیمقاومهاي کلوندرسیپروفلوکساسین

زیرهاي غلظتدرمقاومت،کاهشاینکهبهتوجهباترکیبی،
دلیلبهاثراینکهگفتتوانمیداد،رخعصارهمهاريحد
بلکهاست،نبودهتنهاییبهعصارهخودضدمیکروبیاثر

گیاهعصارهمیانسینرژیستیهاي کنشمیانوجودازناشی
غلظتشاخصبررسیالبته باشد.میسیپروفلوکساسینو

ترکیبدواینمیانسینرژیستیاثروجودنیزی نسبمهاري
جواببهترینگیاه،عصارهباتیمارپیشدرکرد.تأییدرا

کاراییکهاستایننشانگرکهآمدبدستساعت36ازپس
است.وابستهتیمارزمانمدتبهگیاهعصارهعملکرد

واقعیزماندرPCRازحاصلنتایجبررسیبابنابراین 
تیمار)PM1(مقاومکلوندرacrAژنبیانکهشدمشخص

آزمایشموردحساسسویهبرابرپنجعصاره،بانشده
موردمقاومکلوندرپمپبیانیبیشبرتأییديکهباشدمی

بامقاومکلونساعته36تیمارپیشباشد.میآزمایش
کاهشموجبمهاري،حدزیرغلظتدرگیاهعصاره

MICتعییننتایجبهتوجهبا.شدacrAژنبیاندردارمعنی

ژن،بیانبررسینتایجوتیمارپیشازبعدسیپروفلوکساسین
باشد،بیشترعصارهباتیمارزمانمدتچههرگفتتوانمی

دهد.مینشانبیشتريکاهشacrAژنبیاناحتمالاً
مقاومت،PaβNAخوبیبهتوانستگیاهعصاره

امادهدکاهشراسیپروفلوکساسینبهمقاومهاي موتان
)،PAβNA)μg/mlبامقایسهدرمهاري،فعالیتاینبراي
مورددرشود.استفاده)mg/ml(بالاتريدوزهايدرباید 
تیماربهنسبتPAβNAبامقاومکلونتیمار،acrAژنبیان

ژناینبیانکاهشموجبمؤثرتريطوربهگیاه،عصارهبا
اثرازبخشیتنهاکهباشدامرایننشانگرتواندمیکهشد

مقاوم،موتانسیپروفلوکساسینMICکاهشدرعصاره
باشد.میپمپبیانمهاربهمربوط
کدمسئولژنسهازژنیکبیانتنهاپژوهشایندر
براياینکهبهتوجهبابنابراینشد،بررسیپمپاینکردن

باشدمیضروريآنجزءسههرحضورپمپعملکرد
)Nikaido & Takatsuka, احتمالاینرو، از این.)2009
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مربوطدیگرژندوبیانکاهشبرعصارهاثرکهداردوجود
باشد.acrAبیانبرآناثرازبیشترپمپ،اینبه

هاي پمپبیانبهمربوطتنظیمیمراحلتغییربرعلاوه
ازجمله:نیز،دیگريعملهاي مکانسیمخارج،بهانتشار

کردنمسدودجزئی،چندپمپقطعاتبنديسرهممهار
کردنزایلسرپوش،یکبا)TolC(بیرونیغشايکانال

باغیررقابتییارقابتیمهارایجادوخارجبهانتشارانرژي
ترکیبیمیلهايجایگاهبهبیوتیکیآنتیغیرمولکولیک
,Soto(داردوجودپمپمهاربرايخارج،بهانتشارپمپ

گیاهعصارهکهداردوجوداحتمالاینبنابراین،.)2013
نیز،دیگريمکانیسمطریقازپژوهشایندراستفادهمورد

پمپاجزايمیانکنشدرتداخلیارقابتیمهارازجمله
AcrAB-TolC،کاهشنتیجهدروپمپاینمهارموجب

گردد.سیپروفلوکساسینبهمقاومت
وZhouکـه بـود نتایجیباهمسوپژوهشایننتایج

کـل اثـر محققـان ایـن کردند.منتشر)2012(همکارانش
Sophoraگیـاه دانـه ازشـده اسـتخراج آلکالوئیـدهاي 

alopecuroides،تهیهتجاريقرصصورتبهچیندرکه
راشـود، مـی شناخته)TASA(تاساتجارينامباوشده
.Eســویهدوبــر coliــهمقــاوم بیوتیــکآنتــیچهــارب

سیپروفلوکساسین)وسفوتاکسیمآمیکاسین،سیلین،(آمپی
ATCCوحشیتیپو دادنـد قرارسنجشمورد،25922
خاصــیتهــاسـویه ایــنعلیـه تاســاکـه کردنــدبیـان و

پـنج مقاومهاي سویهدرتاساMICوداردضدباکتریایی
هـاي  بیوتیـک آنتـی است.وحشیتیپدرآنMICبرابر
حـد زیـر غلظـت در،تاسـا بـا ترکیبدرآزمایشمورد

سینرژیستیاثرمقاومهاي سویهدر،mg/ml25/1مهاري
دردادنــد.نشــانMICدرچشـمگیري کــاهشوداشـته 

مهـاري حدزیرهاي غلظتبامقاومهاي سویهتیمارپیش
طـور بـه سـویه دوازهریـک بـراي نتیجـه بهترین،تاسا

همچنینانآنآمد.بدستساعت36و24ازبعدمتفاوت،
هاي سویهدررا acrRوacrA،acrB،tolCهاي ژنبیان

تکنیـک ازاسـتفاده بـا نشـده تیماروتاساباشدهتیمار
PCRبررسـی ایـن نتایجوکردندبررسیواقعیزماندر

وacrA،acrBهـاي  ژنبیـان دردارمعنـی کاهشبیانگر
تغییــرنیــزtolCژنبیــان؛بــودacrRبیــاندرافــزایش

بـا تیمـار زمانمدتونحوهمورددرنداشت.داريمعنی
اسـت. نشدهارائهتوضیحی،RNAاستخراجازقبلتاسا،

مـورد را21BHKسـلولی ردهبرتاسااثرهمچنینانآن
کـه تاسـا ازغلظتـی کـه کردندبیانودادهقرارسنجش

ــب ــارموج ــد%50مه ــلولیرش ــیس ــودم )،50IC(ش
mg/ml36باشد.می
هیدرازونکلروفنیل- متاسیانیدکربونیلازمحققاناین

نشـان وکردنـد اسـتفاده مثبـت کنترلبرايEPIعنوانبه
MICکـاهش موجـب CCCPخـوبی بـه تاسـا کهندداد

فعالیـت براياماشودمیآزمایشموردهاي بیوتیکآنتی
بـالاتر دوزهـاي نیازمند)CCCP)μg/mlبهنسبتخود،

)mg/ml(کـه کردندعنوانمسئلهاینتوجیهدرباشد.می
دانـه ازشـده اسـتخراج آلکالوئیـدهاي ازمخلوطیتاسا

Sophora alopecuroidesاثردارايفعالاجزايواست
بخـش تنهااستممکنآن،ضدمیکروبییاوسینرژیستی

کـه گرفتندنتیجهنهایتدرباشد.مخلوطاینازکوچکی
ممکـن سیپروفلوکساسـین بـه مقاومتکاهشبرتاسااثر

پمپفعالیتمهارمکانیسمیکطریقازحدوديتااست
AcrAB-TolCتاسـا بنـابراین باشـد، هـا ایزولـه ایندر

توسـعه بـراي قدرتمندطبیعیمنبعیکعنوانبهتواندمی
EPIپمپعلیههايAcrAB-TolC،قـرار اسـتفاده مورد
Zhou(گیرد et al., 2012(.
وZhouمطالعـات ازآمـده بدسـت نتـایج بهتوجهبا

شــدهتهیــهعصــارهپــژوهش،ایــن و)2012(همکــاران
بـا مشـابه اثـرات ي داراپژوهشایندردستیصورتبه

گیاهدانهآلکالوئیدهايوبودهچیندرتاساتجاريقرص
Sophora alopecuroidesهاي سویهدرMDR مربـوط

.Eباکتريبه coli،ًزمـان، بـه وابسـته صورتبهاحتمالا
بیـان کـاهش بـا وکردهعملپمپمهارکنندهیکهمانند

مقاومتدرچشمگیرکاهشموجب،AcrAB-TolCپمپ
کاهشواقعدر.شوندمیسیپروفلوکساسینبیوتیکآنتیبه

عصـاره ایـن هـاي  مکانیسـم ازیکـی تواندمیپمپبیان
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بیوتیکآنتیبهمقاومتکاهشوپمپاینمهاربرگیاهی
 ـآلکالوئتـر قیدقي جداسازبنابراینباشد.  ـگي دهای واهی
 ـگي داروهـا سـاخت ي سـو هبی راهآنهااثری بررس ی اهی
کند.میبازدیجد

مناطقیدرگیاهاینخودرويرویشبهتوجهباهمچنین
درشدهفرآوريیاخامصورتبهآنازتوانمیایران،از

نیزوجامعهسلامتسطحءارتقابراينوینوسنتیطب
هايسویهازناشیعفونیهاي بیماريدرمانوپیشگیري
E. coliانجامالبته.کرداستفادهشده،بیانبیشپمپداراي

inهايشیآزما vivoزانیمنییتعي براMICاهیگعصاره
باشد.میيضروربدندر
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Abstract
Gram-negative multi-drug resistant bacteria cause untreatable infections. Efflux pumps have

a key role in generation of multi-drug resistant bacteria. The inhibition of this pump is a strategy
against drug resistance. The aim of this research was to study the effect of Sophorea
alopecuroides L. extract on inhibition of AcrAB-TolC pump in E. coli mutants. The extract
containing total alkaloids, was used to measure minimum inhibitory concentration (MIC) of
extract alone and in combination with ciprofloxacin. Resistant mutants were pretreated with a
concentration lower than MIC for different time periods and then MIC was measured for
ciprofloxacin. The expression of acrA in mutants treated or untreated with the extract in present
and absent of ciprofloxacin was assayed. Results showed that the extract had antibacterial
activity by itself and in a concentration lower than MIC in combination with ciprofloxacin had
synergistic effect. Meanwhile, a 36-hour pretreatment caused decrease in MIC of ciprofloxacin.
Results of real time PCR showed that treatment with extract led to decrease in acrA expression.
In conclusion, the extract of Sophorea alopecuroides in E. coli multi drug resistant mutants
possibly acts as a pump inhibitor. Therefore, better isolation of plant alkaloids and study their
effects could provide a strategy for the synthesis of new drug.

Keywords: Herbal drug, multi-drug resistance, AcrAB-TolC pump, efflux pump inhibitor,
Sophora alopecuroides L.


