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و تجمع داخل سلولي سيپروفلوكساسين  MICميزان بر  بيان تلخاثر عصاره آلكالوئيدي گياه 
   كلي اشريشيامقاوم به سيپروفلوكساسين  تدر موتان

   2صادق فرهاديان و 2بهزاد شارقي ،*1راضيه پوراحمد ،1پروين محمدي
  گروه ژنتيكدانشكده علوم پايه،  دانشگاه شهركرد،شهركرد،  1

  ، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسيدانشگاه شهركرد ،شهركرد 2

  15/5/96 :تاريخ پذيرش  12/4/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
اومت دارويي ظهور و انتشار مقعلت آن  .باشد يك مشكل در حال افزايش ميي مقاوم چنددارويي باكتريهاي ناشي از عفونتها

 كاهندهاستفاده از محصولات فيتوشيميايي و عصاره گياهان به عنوان عوامل . استي جديد بيوتيكهاميكروبي و عدم توسعه آنتي
اثر عصاره حاوي كل  مطالعههدف اين پژوهش  .است  شدهتبديل يك موضوع تحقيق فعال به اي،  فزاينده به طور مقاومت

سلولي سيپروفلوكساسين در  و تجمع درون حداقل غلظت مهاري ميزانبر  بيان لختدانه گياه  آلكالوئيدهاي استخراج شده از
و از حداقل غلظت مهاري از روش رقتهاي متوالي براي تعيين مقادير منظور  براي اين. بود كلي اشريشيامقاوم باكتري  تموتان

نتايج نشان . شد استفادهسيپروفلوكساسين بيوتيك  ولي آنتيسل درونگيري ميزان تجمع  براي اندازهاسپكتروفلوريمتري هاي سنجش
باعث افزايش تجمع نين اين عصاره چهم. سيپروفلوكساسين شدحداقل غلظت مهاري باعث كاهش مورد استفاده عصاره داد كه 

از  دتوان مي بيان تلخگياه حاوي آلكالوئيدهاي دانه عصاره نتيجه،   در. گرديد كلي اشريشيا مقاوم باكتري تموتاندر بيوتيك  آنتي
  . هاي مقاوم شودتافزايش حساسيت به سيپروفلوكساسين در موتانباعث  غشاء AcrAB-TolC به خارج پمپ انتشاربر  تأثير طريق

  .اسپكتروفلوريمتري، بيان تلخگياه ، سيپروفلوكساسينمقاومت دارويي،  :كليدي واژه هاي

  Razieh_Jaktaji@yahoo.com : پست الكترونيكي،  03832324401-7: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 دارويي عفونتهاي ناشي از باكتريهاي مقاوم چند

)resistance multidrug ( به دليل ظهور و انتشار مقاومت
بيوتيكهاي جديد، يك دارويي ميكروبي و عدم توسعه آنتي

روشهاي سنتي كشف . باشد زايش ميمشكل در حال اف
شكست با بيوتيك براي همگام شدن با تحول مقاومت، آنتي

بنابراين، استراتژيهاي جديد براي كنترل . اندمواجه شده
ي ثانويه متابوليتها .ي باكتريايي بسيار مطلوب استعفونتها
، در حال حاضر، زماني كه به تنهايي )ها فيتوكميكال( گياهي

 زماني كه به عنوان چنينهم، گيرند قرار مي مورد استفاده
باكتري استفاده  ديگر تركيبات ضد با) synergists( افزا هم
باكتريال نشان  شوند، پتانسيل خود را به عنوان آنتي مي

فيتوشيميايي  تاستفاده از محصولا موضوع بنابراين. اند داده
 ،مقاومت عوامل اصلاح كننده به عنوانو عصاره گياهان 

 ).3و 1،2( قرار گرفته استن امحقق افزون روز توجه ردمو

يي كه در مقاومت باكتريايي درگير مكانيسمهااز ميان 
،كه  )Eflux pumps(ج ي انتشار به خارپمپهاهستند، 

نتيجه غلظت درون   كنند و در را خارج مي بيوتيكها آنتي
دهند، به عنوان يكي از  بيوتيك را كاهش مي سلولي آنتي

بيوتيكي در نظر گرفته  علل در مقاومت آنتي مهمترين
ي انتشار به خارج دارو، هم در پمپهااگرچه ). 24( شوند مي

اند اما  مثبت يافت شده منفي و هم گرم ي گرمباكتريها
منفي،  ي گرمباكتريهاواسطه انتشار به خارج در  مقاومت با
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به دليل ساختار مولكولي پوشش سلولي، يك مشكل 
كم بودن به دليل از يك طرف  چراكه ،تر است پيچيده
وارد تواند  ميداروي كمتري  ،خارجي يپذيري غشا نفوذ

 ،داروي وارد شده از طرف ديگر و) 16( سلول باكتري شود
 فعال به خارج به صورت ،ي انتشار به خارجپمپهااز طريق 

  ).19( دشو ميمنتقل باكتري از 

ايسه با طور ذاتي در مق  منفي به ي گرمباكتريهااغلب 
مثبت، حساسيت كمتري نسبت به  ي گرمباكتريها

دوست و  ي دوگانهبيوتيكها به ويژه آنتي، بيوتيكها آنتي
كه اشاره شد بخشي از اين  همان طور. دوست، دارند چربي

ي باكتريهاتفاوت به خاطر وجود غشاي خارجي در 
منفي است كه به عنوان يك سد نفوذپذير بسيار مؤثر  گرم

ي كانالهادوست از طريق  ورود داروهاي آب. كند عمل مي
بسيار  معمولاًكه اين داروها  چرا ،پورين دشوار است

علاوه،  به. ي غذايي معمول هستندمولكولهابزرگتر از 
با توجه به ماهيت بسيار منظم (دوست  داروهاي چربي

توانند از طريق اين  نمي) كانالهاي آب درون مولكولها
لايه  وند، انتشار نيز در سراسر دووارد باكتري ش كانالها

ليپيدي غشاي خارجي، كه شامل يك لايه خارجي 
ليپوساكاريدي با سياليت كم است، بسيار آرام صورت 

  ).18( گيرد مي

عليه  هستند كه بيوتيكها آنتي گروهي از ها، فلوروكينولون
 بيوتيكها اين آنتي .كنند ميعمل  باكتريهااي از  طيف گسترده

از رونويسي و ) IVو  II(زيم توپوايزومراز با مهار آن
در سلول باكتري جلوگيري كرده و به  DNAهمانندسازي 

، ها فلوروكينولون). 10( برند اين ترتيب باكتري را از بين مي
هسته كينولوني خود داراي  6كه در موقعيت كربن شماره 

ي باكتريهافعاليت عالي عليه ، )6( باشند يك اتم فلوئور مي
با اين حال مقاومت نسبت به آنها در ميان . نفي دارندم گرم

 است ، گزارش شدهكلي ااشريشيويژه بهاي باليني،  جدايه
ترين  سيپروفلوكساسين يكي از قوي). 26(

 باشد منفي مي ي گرمباكتريهاهاي موجود عليه  فلوروكينولون

مقاوم كلي  اشريشياكه افزايش ظهور عفونت ناشي از ) 9(
  ).26( است كاربرد باليني آن را محدود كردهدارويي،  چند

كاهش بيان : چند مكانيسم، از جمله  كلي اشريشيادر 
كاهش جذب  متعاقباًو  OmpFي غشايي مانند پورينها

ي پمپهادارو، جهش در آنزيم هدف اين دارو و فعاليت 
، ممكن است در AcrAB-TolCمانند پمپ  به خارج انتشار

  ).11( نقش داشته باشند مقاومت به سيپروفلوكساسين

از  اي ونه، گ )Sophora alopecuroides( تلخ بيان گياه
تركيبات فعال . است، از خانواده بقولات جنس سوفورا،

 "آلكالوئيدهاي كوئينوليزيدين"زيستي گياهان اين جنس، 
 درد،ضد بخشي، آرام ميكروبي، ي ضدفعاليتها باشند كه مي

ضد توجه قابل يفعاليتها و توموريضد التهاب،ضد تب، ضد
گياهان . است اثبات رسيدهه ب آلكالوئيدها اين ويروسي
در طب سنتي بسياري از كشورهاي آسيايي  سوفورا جنس

 ). 27و  13( به ويژه چين استفاده فراواني دارند

 به نامو همكارانش اثر قرصي تجاري زو  ،2012سال  در
شده از دانه  كل آلكالوئيدهاي استخراج"، كه )TASA(تاسا 
كلي  اشريشياهاي  باشد، را عليه سويه مي "بيان تلخگياه 

بيوتيك، از جمله سيپروفلوكساسين،  مقاوم به چند آنتي
 به تنهاييمورد سنجش قرار داده و نشان دادند كه تاسا هم 

خاصيت  دارويي مقاوم چند هاي عليه اين سويه
ي خود، حد مهار ي زيرغلظتهاباكتريايي دارد و هم در  ضد

ي مورد آزمايش، از جمله بيوتيكها در تركيب با آنتي
مقاوم هاي  ساسين، اثر افزايشي عليه سويهكسيپروفلو

نشان داده و موجب كاهش حداقل غلظت  دارويي چند
 به طور ،Minimum Inhibitory Concentration(مهاري 
در واقع تاسا . شود مي بيوتيكها اين آنتي) MIC: اختصار

مورد آزمايش،  كلي اشريشياهاي  وانست در سويهخوبي ت به
موجب كاهش چشمگير مقاومت نسبت به 

  ).26( سيپروفلوكساسين شود

هدف اين پژوهش تعيين اثر عصاره حاوي كل 
و  بيان تلخآلكالوئيدهاي استخراج شده از دانه گياه 



 1396، 3، شماره 30جلد                                           )                                  مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

، با AcrAB-TolCكننده پمپ  مهار( آميد نفتيل آلانين بتا فنيل
فعال   به خارج بر پمپ انتشار) PANA نام اختصاري

گيري ميزان  از طريق اندازهAcrAB-TolC ديواره سلولي 
MIC در تيپ وحشي و  سلولي درونبيوتيك  و تجمع آنتي

   .بود كلي اشريشياباكتري به سيپروفلوكساسين موتان مقاوم 

  روشهامواد و 
در اين پژوهش از : ميكروبي تركيبات شيميايي و ضد

 درصد 5/1حاوي  LBAو ) مرك، آلمان( LB محيط كشت
ي بيوتيكها و آنتي PANA. شد  استفاده) مرك، آلمان(آگار 

 به عنوان) سيگما، آمريكا(تتراسيكلين و سيپروفلوكساسين 
با استفاده . ميكروبي مورد استفاده قرار گرفتند تركيبلات ضد
سيگما، (و گلايسين ) مرك، آلمان(فسفات  از پودر سديم

 50و غلظت  pH=7فسفات با  بافر سديم به ترتيب) اآمريك
و  pH=3هيدروكلرايد با   مولار و محلول گلايسين ميلي

  .مولار تهيه شد 1/0غلظت 

 موتانتيك از  مطالعهدر اين  :باكتريايي موتانتسويه و 
تيپ وحشي مربوط به و ) gyrA marR )RE17مضاعف 

 ه شد كهاستفاد MG1655سويه  K12كلي  اشريشياباكتري 
MIC براي  ي تتراسيكلين و سيپروفلوكساسينبيوتيكها آنتي

  كلون). 22و  21(است  ارائه شده 1در جدول  ،هر كدام
PM1 بيوتيك  دو آنتي هركه مقاومت بالاتري نسبت به
ي غلظتهادر  RE17 موتانتبا استفاده از كشت  داشت،

 از .)1جدول( )3( تتراسيكلين ساخته شد متوالي افزايشي
استفاده براي انجام آزمايشات اين مطالعه  PM1 لون مقاومك

  .شد

 گياه: بيان تلخگياه  دانهآلكالوئيدهاي كل استخراج 
در  پس از شناسايي آوري و داراي ميوه بالغ، جمع بيان تلخ

دور از نور خورشيد خشك  ،هرباريوم دانشگاه شهركرد
پس از  .ها توسط خردكن پودر شدند دانه سپس .شدند
درصد و تغليظ عصاره  80اندن پودر دانه در الكل خيس

با استفاده ، )ژاپن ،ايلا(حاصل به وسيله روتاري اواپوراتور 

از روش اسيد و باز و انتقال آلكالوئيدها به فاز آلي و تبخير 
كل آلكالوئيدهاي دانه گياه "عصاره خشك حاوي  ،آن
عصاره خشك وزن شد و با . )7(د به دست آم "بيان تلخ
  .تفاده از آب مقطر از آن محلول ذخيره تهيه شداس

  مورد آزمايشو كلون موتانت ،سويه مشخصات -1جدول 

)MIC  كلون/تموتان/سويه g/ml)  
Tc Cip  

 MG1655)035/0  3  )تيپ وحشي  

RE 17 ) موتان مضاعفgyrA marR(  30  1  
PM 1 ) كلون حاصل از كشتRE 17  باTc( 130  100  

Tc  وCip  به ترتيب حروف اختصاري براي تتراسيكلين و
  .باشند سيپروفلوكساسين مي

براي عصاره گياه و  MICجهت تعيين : MICتعيين 
PANA تيپ  جداگانه، از هر يك از دو سويه به صورت
با  LBكشت  ،PM1 قاومم تموتانو ) MG1655( وحشي
براي . تهيه شد ،مايه تلقيح به عنوان ،  CFU/ml 106تراكم 

از ) broth dilutionروش ( ي متواليرقتهار باكتري، سري ه
  و بيان تلخدانه گياه  حاوي كل آلكالوئيدهايعصاره 

PANA  ي حاوي آزمايشهادر لولهLB به صورت 
 24 به مدت كشتهاتلقيح انجام شد و  وجداگانه تهيه 

. گرمادهي شدنددرجه سانتي گراد  37ساعت در دماي 
پس از گرمادهي، كدورت يا  ،ر آنغلظتي كه د ترين پايين

 MIC به عنوانرشد مرئي در محيط كشت وجود نداشت 
و  5( در سه تكرار انجام شد تمام مراحل .شد  در نظر گرفته

23.(   

عصاره تركيبي سيپروفلوكساسين و  MICبراي تعيين 
همچنين  ،بيان تلخحاوي كل آلكالوئيدهاي دانه گياه 

 microbrothروشاز  ،PANAسيپروفلوكساسين و 

dilution checkerboard   چاهكي استفاده  96ميكروپليت و
كمترين غلظت از هر دو ماده، كه در تركيب با هم  .شد

تركيبي  MIC به عنوانشود،  موجب مهار رشد باكتري مي
  .اين آزمايش نيز سه بار تكرار شد .)26( شد در نظر گرفته
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: وفلوكساسينسلولي سيپر گيري ميزان تجمع درون اندازه
، PM1مقاوم  تو موتان) MG1655(ابتدا از تيپ وحشي

مايه تلقيح تهيه  به عنوان CFU/ml 106با تراكم  LBكشت 
تلقيح انجام شد  LBارلن حاوي  3براي هر باكتري در . شد

يي با جذب كشتها درجه 37و پس از انكوباسيون در دماي 
جهت تهيه . تهيه شد nm660در طول موج  7/0نوري 

رسوب . رسوب سلولي از هر كشت، سانتريفيوژ انجام شد
) يك بيستم حجم اوليه( LBسلولي هر كشت دوباره در 

  .حل شد

ر ه هبكشت مربوط  3، درجه 37با استفاده از بن ماري 
باكتري به صورت جداگانه تحت تيمار با 

عصاره سيپروفلوكساسين و "، "سيپروفلوكساسين تنها"
و  " بيان تلخانه گياه حاوي كل آلكالوئيدهاي د

كه  قرار گرفتند، به صورتي "PANAسيپروفلوكساسين و "
 mg/ml( بيان تلخحاوي كل آلكالوئيدهاي دانه گياه عصاره 

دقيقه بعد از افزودن  g/ml 80 (6( PANAو ) 3
ي مربوطه كشتهابه محيط ) g/ml 10(سيپروفلوكساسين

دقيقه در فواصل يك يا دو  12كدام طي  از هر. اضافه شدند
   .برداري انجام شد دقيقه نمونه

ها دو بار  سلولي، نمونه جهت حذف سيپروفوكساسين برون
با استفاده . شستشو داده شدند =7pHفسفات  با بافر سديم

سلولي انجام  هضم =3pHهيدروكلرايد  از محلول گلايسين
يافته در درون شد و به اين ترتيب سيپروفلوكساسين تجمع 

پس از سانتريفيوژ، سوپرناتانت  .سلول باكتري آزاد شد
براي ادامه آزمايش جدا شد و رسوب سلولي جهت تعيين 

  ).20و  15(وزن خشك هر نمونه، نگهداري شد 

نس ذاتي هسته كينولوني اخاصيت فلورسبا توجه به 
، جهت تعيين ميزان )12و  8(سيپروفلوكساسين 

از دستگاه  در هر نمونه، ع يافتهسيپروفلوكساسين تجم
براي سنجش ) ژاپن ،شيمادزو( اسپكتروفلوريمتري

و  279ي تهييج و نشر به ترتيب موجهافلورسانس در طول 
با استفاده از سنجش فلورسانس . نانومتر استفاده شد 447

) ng/ml 1000 -10(ي متوالي سيپروفلوكساسين رقتهاسري 
، منحني استاندارد =3pHهيدروكلرايد  در محلول گلايسين

ها، مقدار  پس از اتمام سنجش فلورسانس نمونه. تهيه شد
سيپروفلوكساسين تجمع يافته در هر نمونه با استفاده از 

در نهايت نتايج به صورت . منحني استاندارد محاسبه گرديد
مقدار سيپروفلوكساسين وارد شده بر حسب نانوگرم در 

برداري بر  زمان نمونه گرم وزن خشك باكتري، به ازاي ميلي
آزمايشات سه بار تكرار شدند و . حسب دقيقه بيان شد

  ). 20و  15( بود درصد 20ميزان خطا كمتر از 

  نتايج
حاوي كل آلكالوئيدهاي عصاره  MICمقادير : MICتعيين 

 MICتنها و  به صورت PANAو  بيان  تلخدانه گياه 
حاوي كل عصاره سيپروفلوكساسين و " تركيبي

همچنين  "بيان تلخالوئيدهاي دانه گياه آلك
 ارائه شده 2، در جدول "PANAسيپروفلوكساسين و "
نشان مي دهد در حالت  2جدول  طوري كههمان  .است 

عصاره حاوي كل آلكالوئيدهاي دانه  MICتركيب ميزان 
برابر  12و  8به مقدار  به ترتيب PANAبيان و   تلخگياه 

  .كاهش يافت
  MICتعيين نتايج  -2جدول 

 MG1655 PM 1  موتان                         سويه       

M
IC

ت 
  نها

(mg/ml) حاوي كل آلكالوئيدهايعصاره
  بيان تلخدانه گياه

3  5/12  

PANA (g/ml)  256  300  

M
IC

 
بي
ركي

ت
  

(g/ml)  Cip  -  1  
(mg/ml) حاوي كل آلكالوئيدهايعصاره
 بيان تلخدانه گياه

-  56/1  

(g/ml)Cip  -  1  
PANA (g/ml) -  25  

 :سلولي سيپروفلوكساسينگيري ميزان تجمع درون  اندازه
ميزان تجمع سيپروفلوكساسين را در سويه تيپ  1شكل 
به )  PM1(مقاوم  تو موتان) MG1655(ي وحش



 1396، 3، شماره 30جلد                                           )                                  مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

كه مشاهده همان طور. دهد سيپروفلوكساسين نشان مي
كمتر از  PM1بيوتيك در  شود ميزان تجمع آنتي مي

MG1655 بيوتيك در  تجمع كم آنتي به علت. استPM1 
اين مسئله با . باشد اين سويه مقاوم به سيپروفلوكساسين مي

  . نشان داده شد MICسنجش 

  
مقادير تثبيت شده سيپروفلوكساسين در سويه تيپ وحشي  -1كل ش

)MG1655 ( و موتانتPM1.  

بيوتيك را بعد از  ميزان افزايش نسبي تجمع آنتي 2شكل 
حاوي كل آلكالوئيدهاي دانه عصاره و  PANAتيمار با 

بيوتيك در تيپ وحشي  نسبت به تجمع آنتي بيان تلخگياه 
. دهد نشان مي )steady state(ت در دو سويه در فاز ثاب

شود اين دو ماده باعث افزايش  كه مشاهده مي همان طور
آنها بر  تأثيربيوتيك در دو سويه شدند ولي  تجمع آنتي

جمع در سويه تيپ وحشي مقادير يكسان و در تايش زاف
علت اين مسئله .  مقادير بيشتر و متفاوت بود تسويه موتان

حاوي كل و عصاره  PANAشايد به اين خاطر باشد كه 
روي پمپ فعال در موتانت بيان  تلخآلكالوئيدهاي دانه گياه 

PM1 بيشتر از پمپ غير فعال در سويه تيپ وحشي  تأثير
   .دارد

  بحث
منفي، مقاوم نسبت به  به ويژه گرم، امروزه اشاعه باكتريهاي

بيوتيكي را به شدت  هاي آنتي كارآيي خانواده چندين دارو
و  1( است هاي باليني آنها را محدود كرده مختل و استفاده

 ،هاي مكانيسمهاي مقاومت بنابراين، توسعه مهار كننده). 17
بيوتيكهاي موجود با  كه گسترش استفاده از آنتي

 شناسي شناسي و دارو خوبي شناخته شده سم خصوصيات به
، از اهميت بالايي برخوردار است سازد پذير مي را امكان

)25.(  

  
يزان افزايش نسبي تجمع سيپروفلوكساسين در سويه تيپ م -2شكل 
در شرايط مختلف بدون تيمار  PM1و موتانت ) MG1655(وحشي 

حاوي كل آلكالوئيدهاي دانه گياه و عصاره  PANAو تيمار شده با 
  .بيان تلخ

تعيين اثر عصاره حاوي كل آلكالوئيدهاي مين جهت، ه هب
به ( PANAو همچنين  بيان تلخاز دانه گياه  استخراج شده

از  ،ديواره انتشار به خارجپمپ بر ) كنترل مثبت عنوان
سلولي  ميزان تجمع درونو  MICطريق سنجش 

 تبيوتيك سيپروفلوكساسين در تيپ وحشي و موتان آنتي
قرار هدف اين پژوهش مورد كلي  اشريشيامقاوم باكتري 

  .گرفت

بيوتيك هر دو نشان داد  آنتيو سنجش تجمع  MICنتايج 
 بيان تلخحاوي كل آلكالوئيدهاي دانه گياه عصاره كه 

سيپروفلوكساسين را دارد و اين  MICتوانايي كاهش 
در  انتشار به خارجفعاليت پمپ  كاهشتوانايي مرتبط با 

 ،پمپ مهاركنندهباشد زيرا افزودن ماده  مقاوم مي تموتان
PANA،  باعث كاهش نيزMIC يجه افزايش تجمع در نت

حاوي كل عصاره . شد تبيوتيك در سلول موتان آنتي
هم داراي اثر مشابهي بود  بيان تلخآلكالوئيدهاي دانه گياه 

بيوتيك كمتر از  و تجمع آنتي MICآن روي  تأثيرولي 
PANA علت آن شايد مرتبط با اين مسئله باشد كه . بود
است و بيان  تلخكل آلكالوئيدهاي دانه گياه حاوي عصاره 

جدا سازي تك تك .  اين مواد با هم ميانكش داشته باشند

لي
ر مي

ن د
اسي

كس
فلو

پرو
 سي

گرم
انو
ن

 
ول
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آلكالوئيدها و بررسي اثر آنها به صورت جداگانه بر روي 
MIC سيپروفلوكسازين اطلاعات دقيق تري را  و تجمع

  . فراهم مي كند

 به خارج انتشارپمپ كاهش بيان  در PANA تأثير
AcrAB-TolC  كاهش  نتيجه و درMIC ًنشان داده  قبلا

و همكاران در سال  همچنين مطالعات ماتسوماتو). 3(شد 
موجب افزايش PANA نشان داده بود كه  2011
گردد  ميكلي  اشريشيابيروني باكتري  يپذيري غشا نفوذ

)14 .(  

حاوي كل آلكالوئيدهاي عصاره كه   نشان داده شده همچنين
انتشار مپ تواند باعث كاهش فعاليت پ مي بيان تلخدانه گياه 
مقاوم شود ولي  تدر موتان AcrAB-TolC به خارج
پيش تيمار و قبل از افزودن  به صورتكه  هنگامي 

جزئيات آيد  بنابراين به نظر مي. )3( كار رود بيوتيك به آنتي
  . نباشد PANAشبيه  كاملاًمكانيسم عمل آن 

به  انتشاري پمپهاتوانند بازدارنده  عصاره گياهان دارويي مي
 بيوتيكها ي مقاوم به آنتيموتانتهاو عامل از بين بردن  رجخا

 بيان تلخگياه حاوي كل آلكالوئيدهاي دانه از عصاره . باشند
-AcrAB به خارج بازدارنده پمپ انتشار به عنوانتوان  مي

TolC  استفاده نمود ولي براي اين منظور بايد روي مواد
ي و به ي يوكاريوتسلولهاثره عصاره و سميت آن روي مؤ

 .  ي انساني مطالعاتي انجام شودسلولهاويژه 

  تشكر و قدرداني

وسيله از معاونت پژوهشي دانشگاه شهركرد جهت  بدين
از . و قدرداني مي گردد حمايت مالي اين تحقيق تشكر

تشكر نيز مهدي كارشناس آزمايشگاه ژنتيك  آقاي بني
  .شود مي

  منابع
) 1393(خليلي درمني م  ،اري مذوالفق ،شريفيان س ،اخوان سپهي ع -1

بررسي ميزان مقاومت كلي فرمهاي روده اي جدا شده از پسابهاي 
خانگي و بخشهايي از تصفيه خانه شهر اراك به فلزات  ،صنعتي
مجله زيست (مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي  ،سنگين

  . 167-178: 27) شناسي ايران

پتيد ضد ميكروبي استخراج و خالص سازي پ) 1393(دانشمند ف  -2
مجله پژوهشهاي  ،) Ziziphus jujuba(جديد از گياه عناب 

  . 211-223: 27) مجله زيست شناسي ايران(سلولي و مولكولي 

 مهار بر بيان تلخ گياه عصاره اثر )1395 ( .، پوراحمد ر.محمدي پ -3
دو ماهنامه  ،E. coli باكتري  درAcrAB–TolC پمپ 

  .794-784 :32، ايران معطر و دارويي گياهان  تحقيقات

4- Abreu, A.C., McBain, A.J., Simoes, M. (2012) 
Plants as sources of new antimicrobials and 
resistance-modifying agents. Natural product 
reports, 29, 1007-1021. 

5- Andrews, J.M. (2001). Determination of 

minimum inhibitory concentrations. Journal of 
Antimicrobial Chemotherapy, 48 (Suppl 1), 5-16 

6- Andriole, V.T. (2005) The quinolones: past, 
present, and future. Clin Infect Dis, 41 Suppl 2, 
S113-119.  

7- Atta-Ur-Rahman, M., Choudhary, M.I., Parvez, 
K., Ahmed, A., Akhtar, F., Nur-E-Alam, M., 

Hassan, N.M.( 2000). Quinolizidine alkaloids 

from Sophora alopecuroides. Journal of Natural 
Products, 63, 190-192. 

8- Chapman, J.S., Georgopapadakou, N.H.( 1989). 
Fluorometric assay for fleroxacin uptake by 
bacterial cells. Antimicrob Agents Chemother, 
33, 27-29. 

9- Emmerson, A.M., Jones, A.M.( 2003) The 
quinolones: decades of development and use. J 
Antimicrob Chemother, 51 Suppl 1, 13-20. 

10- Filioussis, G., Tzivara, A., Petridou, E., 
Giadinism N.D., Burriel, A.R., Kritas, S.K.( 
2013) Ciprofloxacin-resistant Escherichia coli 
isolated from the intestinal microbiota of goats 
in Greece in the absence of selective pressure. 



 1396، 3، شماره 30جلد                                           )                                  مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

Diagnostic Microbiology and Infectious 
Disease, 76, 352-355. 

11- Karczmarczyk, M., Martins, M., Quinn, T., 
Leonard, N., Fanning, S. ( 2011). Mechanisms 
of fluoroquinolone resistance in Escherichia coli 
isolates from food-producing animals. Applied 
and Environmental Microbiology, 77, 7113-
7120. 

12- Kasˇcˇa´kova´S, M.L., Chevalier, J., Re´ 
fre´giers, M., Page`s, J.M. ( 2012)    Antibiotic 
Transport in Resistant Bacteria: Synchrotron 
UV Fluorescence Microscopy to Determine 
Antibiotic Accumulation with Single Cell 
Resolution. PLoS ONE, 7, e38624. 

13- Küçükboyaci, N., Özkan, S., AdigÜzel, N., 
Tosun, F.( 2011) Characterisation and 
antimicrobial activity of Sophora alopecuroides 
L. var. alopecuroides alkaloid extracts. Turkish 
Journal of Biology, 35:379-385. 

14-Matsumoto, Y., Hayama, K., Sakakihara, S., 
Nishino, K., Noji, H., Iino, R., Yamaguchi, A.( 
2011). Evaluation of multidrug efflux pump 
inhibitors by a new method using microfluidic 
channels. PLoS One, 6, e18547 

15-Mortimer, P., Piddock, L. ( 1991). A comparison 
of methods used for measuring the accumulation 
of quinolones by Enterobacteriaceae, 
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus 
aureus. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 
28, 639-653. 

16-Nikaido, H.( 2003) Molecular basis of bacterial 
outer membrane permeability revisited. 
Microbiol Mol Biol Rev, 67, 593-656. 

17-Nikaido, H., Pagès, J.M.( 2012).  Broad-
specificity efflux pumps and their role in 
multidrug resistance of Gram-negative bacteria. 
FEMS Microbiology Reviews, 36, 340-363. 

18-Nikaido, H., Zgurskaya, H.I. ( 2001). AcrAB and 
related multidrug efflux pumps of Escherichia 
coli. Journal of Molecular Microbiology and 
Biotechnology, 3, 215-218. 

19-Paulsen, I.T., Sliwinski, M.K., Saier, M.H. J.r. ( 
1998).  Microbial genome analyses: global 
comparisons of transport capabilities based on 
phylogenies, bioenergetics and substrate 
specificities. J Mol Biol, 277, 573-592. 

20-Piddock, L.J., Johnson, M. ( 2002).  
Accumulation of 10 fluoroquinolones by wild-
type or efflux mutant Streptococcus 
pneumoniae. Antimicrobial agents and 
chemotherapy, 46, 813-820. 

21-Pourahmad Jaktaji, R., Ebadi, R. ( 2013). 
Generation of clones with higher resistance to 
tetracycline and chloramphenicol from 
ciprofluoxacin resistant Escherichia coli 
mutants. International Research Journal of 
Applied and Basic Sciences, 4, 3063-3067. 

22-Pourahmad Jaktaji, R., Ebadi, R., Karimi, M. ( 
2012).  Study of organic solvent tolerance and 
increased antibiotic resistance properties in E. 
coli gyrA mutants. Iranian Journal of 
Pharmaceutical Research, 11, 595-600. 

23-Pourahmad Jaktaji, R., Mohiti, E. ( 2010). Study 
of mutations in the DNA gyrase gyrA gene of 
Escherichia coli. Iranian Journal of 
Pharmaceutical Research, 9, 43-48. 

24-Savjani, J.K., Gajjar, A.K., Savjani, K.T., 2009, 
Mechanisms of resistance: useful tool to design 
antibacterial agents for drug - resistant bacteria. 
Mini Rev Med Chem, 9, 194-205. 

25-Van Bambeke, F., Lee, V.J. ( 2006). Inhibitors of 
bacterial efflux pumps as adjuvants in antibiotic 
treatments and diagnostic tools for detection of 
resistance by efflux. Recent Patents on Anti-
infective Drug Discovery, 1, 157-175. 

26-Zhou, X., Jia, F., Liu., X., Wang, Y. ( 2012). 
Total alkaloids of Sophorea 
alopecuroides‐induced down‐regulation of 
AcrAB‐TolC efflux pump reverses susceptibility 
to ciprofloxacin in clinical multidrug resistant 
Escherichia coli isolates. Phytotherapy 
Research, 26, 1637-1643. 

27-Zhou, X.z., Jia, F., Liu, X.m., Yang, C., Zhao, L., 
Wang, Y.j. ( 2013). Total alkaloids from 
Sophora alopecuroides L. increase susceptibility 
of extended-spectrum β-lactamases producing 
Escherichia coli isolates to cefotaxime and 
ceftazidime. Chinese Journal of Integrative 
Medicine, 19, 945-952. 

 



 1396، 3، شماره 30جلد                                           )                                  مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

The effect of alkaloid extract of Sophora alopecuroides  on MIC 
value and intracellular accumulation of rciprofloxacin in a 

ciprofloxacin resistant mutant of Escherichia coli  
Mohamadi P.1, Pourahmad R.1, Shareghi B.2 and Farhadian S.2 

1 Genetic Dept., Faculty of Science, University of Shahrekord, Shahrekord, I.R. of Iran 
2 Biology Dept., Faculty of Science, University of Shahrekord, Shahrekord, I.R. of Iran 

Abstract 

Infections, which are caused by multiple drug resistance bacteria is an increasing 
problem. This is due to emergence and distribution of microbial drug resistance, and 
none development of new antibiotics. The use of phytochemical products and plant 
extract as a resistance reducing agent is an increasingly active subject of research. This 
study was aimed to study the effect of total alkaloides extract of Sophora alopecuroides 
on Minimum Inhibitory Concentration value and intracellular accumulation of 
ciprofloxacin in an Escherichia coli ciprofloxacin resistant mutant. For this purpose 
serial dilution method for determining Minimum Inhibitory Concentration value and 
spectrofluorometric assay assays for measuring intracellular accumulation of 
ciprofloxacin antibiotic were used. Results showed that plant extract decreased 
ciprofloxacin Minimum Inhibitory Concentration. This extract also increased 
intracellular accumulation of antibiotic in the Escherichia coli ciprofloxacin resistant 
mutant. In conclusion, extract containing alkaloids of  Sophora alopecuroides can 
increase sensitivity to ciprofloxacin in resistant mutants through its effect on membrane 
efflux pump, AcrAB-TolC.  

Key words: Drug resistance, Ciprofloxacin, Sophora alopecuroides, 
spectrofluorometry 


