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Abstract 

 

Background and purpose: Bacterial infections are treated with antibiotics, but the development 

of multi-drug resistant strains, which are growing at an increasing rate, is a phenomenon that threatens 

human societies. Therefore, alternative strategies are needed to combat infectious diseases. Today, 

compounds that reduce the pathogenicity of bacteria and do not interfere with their survival or growth are 

introduced as the next generation of antibiotics. Pseudomonas aeruginosa is one of the important and 

hazardous pathogens that employs its quorum-sensing network to regulate pathogenicity and virulence 

factors production. Here, we investigated the effect of a natural naphthoquinone compound, Lawsone 

(isolated from Henna), and its synthetic derivatives on the quorum-sensing system of P. aeruginosa PAO1. 

Materials and methods: First, the MIC of each compound was evaluated. Then, the effect of 

the selected compounds on biofilm formation and survival rate of biofilm sessile cells was investigated by 

colorimetric method. Finally, the virulence factors secretion of P. aeruginosa, including pyocyanin, 

pyoverdine, and protease was studied in the presence of the selected compounds. 

Results: The results indicated that Lawsone and NO2-481 reduced the production of P. aeruginosa 

biofilm by about 79% and 92%, respectively. Moreover, Lawsone and NO2-481 (at both concentrations, 

250 and 125 µg/mL) decreased the viability of biofilm cells by about 70%. Furthermore, NO2-481 

reduced the production of virulence factors including pyocyanin and pyoverdine by about 55% and 81%, 

respectively; however, it did not affect the protease production. 
Conclusion: NO2-481 derivative has the ability to reduce the pathogenicity of P. aeruginosa, 

and if it is proven to be non-cytotoxic, it can be assessed through animal and clinical studies, to be applied 

as an alternative compound along with antibiotics or disinfectants. 
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 نوزایسودوموناس آئروژ یباکتر Quorum-Sensingمهار شبکه 
PAO1 به منظور  لاوسون سیبا استفاده از لاوسون و مشتقات ب

 بیماری زا هایو فاکتور لمیوفیب دیاز تول یریجلوگ
 

 1مهران قانعی
 3و2راضیه قدسی

 4امینه سادات طاجانی
 5و3بی بی صدیقه فضلی بزاز

 6وحید سهیلی

 چكیده
مقاوم به  یهاهیسوظهور اما  ،پذیردها صورت میبیوتیکهای باکتریایی با کمک آنتیدرمان عفونت ف:و هد سابقه

مبارزه با  یبرا نیبنابرا .کندای است که جوامع انسانی را تهدید میدر حال رشد است، پدیده یاندهیچند دارو که با سرعت فزا
در دهند و یها را کاهش میباکتر ییزایماریکه بی باتی. امروزه ترکاستنیاز  جایگزین یهایبه استراتژ یعفون یهایماریب

سودوموناس شوند. یم یمعرف هابیوتیکآنتی یعنوان نسل بعدها ندارند، بهآنرشد  ایبا زنده ماندن  یگونه تداخلچیهعین حال 
 میتنظ یبرا خود (Sensing-Quorum) شبکه کوئروم سنسینگاز های مهم و خطرناک است که از پاتوژن ، یکیآئروژینوزا

از  ترکیب نفتوکینونی طبیعی لاوسون )جدا شده به بررسی اثرمطالعه، این در  .کندیاستفاده م زایماریعوامل ب دیتولو  ییزایماریب
 ت.پرداخته شده اس PAO1سودوموناس آئروژینوزا مشتق صناعی آن بر سیستم کوئروم سنسینگ باکتری  گیاه حنا( و چندین
گیاری شاد. ساتأ تا ثیر ( هار ترکیاب انادازهMICی) حداقل غلظت مهاار نییتعدر این مطالعه ابتدا  ها:مواد و روش

های باکتری موجاود در داخال بیاوفیلم، باا روگ رناگ سان ی ترکیبات منتخب بر تشکیل بیوفیلم و میزان زنده مانی سلول
سااودوموناس زای تحات کنتارل سیسااتم کاوئروم سنساینگ بررسای گردیاد. در نهایات میاازان ترشاو فاکتورهاای بیماااری

 شامل پیوسیانین، پیووردین و پروتئاز در حضور ترکیبات منتخب مورد مطالعه قرار گرفت.آئروژینوزا 
را به ترتیب باه میازان  سودوموناس آئروژینوزاتولید بیوفیلم  2NO-481نتایج نشان داد که ترکیبات لاوسون و  ها:یافته
 (، میازان595و  µg/mL 952)در هر دو غلظات  2NO-481چنین لاوسون و ترکیب دهند. همدرصد کاهش می 79و  97حدود 

زای مقادار تولیاد فاکتورهاای بیمااری 2NO-481درصد کاهش دادند. در ادامه مشتق  92های بیوفیلم را در حدود زنده مانی سلول
 درصد کاهش داد اما بر میزان تولید پروتئاز ت ثیری نداشت. 15و  55 پیوسیانین و پیووردین را در بهترین حالت، به ترتیب حدود

را دارد و در صاورت اثباات ساودوموناس آئروژیناوزا توانایی کاهش بیماری زایی باکتری  2NO-481مشتق  استنتاج:
کناار عناوان یاک ترکیاب کمکای در  تواناد وارد فااز مطالعاات حیاوانی و باالینی گاردد، تاا باهعدم سامیت سالولی، مای

 ها مورد استفاده قرار گیرد.کنندهها یا ضدعفونیبیوتیکآنتی
 

 2NO-481، لاوسون ،نفتوکینون کوئروم سنسینگ، ،بیوفیلم ،سودوموناس آئروژینوزا واژه های کلیدی:
 

 Fazlis@mums.ac.ir  mail:-E         آباد، پردیأ دانشگاه فردوسی، دانشکده داروسازی بلوار وکیل :مشهد -بزاز یفضل قهیصد یب یب مولف مسئول:
 Soheiliv@mums.ac.ir mail:-E     آباد، پردیأ دانشگاه فردوسی، دانشکده داروسازی مشهد: بلوار وکیل -یلیسه دیوح  و                      

 ایران مشهد، مشهد، پزشکی علوم دانشگاه داروسازی، دانشکده دکترای عمومی داروسازی، .5

 ایران مشهد، مشهد، پزشکی علوم دانشگاه داروسازی، دانشکده شیمی دارویی، گروه ،استاد .9
 ، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایرانمرکز فناوری دارویی، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی .3

 ایران مشهد، مشهد، پزشکی علوم دانشگاه داروسازی، دکترای تخصصی کنترل دارو، دانشکده .4
 ایران مشهد، مشهد، پزشکی علوم دانشگاه داروسازی، دانشکده دارو، کنترل هگرو ،استاد .5
 ایران مشهد، مشهد، پزشکی علوم دانشگاه داروسازی، دانشکده دارو، کنترل گروه ،دانشیار .6

 : 55/7/5429 تاریخ تصویب :             92/1/5429 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :           53/1/5429 تاریخ دریافت 
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 و همکارانی مهران قانع     
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 پژوهشـی

 

 

 مقدمه

ای از تاااوان باااه عناااوان م موعاااهرا مااای بیاااوفیلم

 .(5)هاای متصال باه ساطو تعریا  کاردمیکروارگانیسم

 هااآن میکروارگانیسم در فرآیندی است که بیوفیلم تشکیل

کارده رشاد  ،شدهبه سطو متصل  ،ناپذیر طور برگشتبه

باعث ین اتفاق . اکنندو پلیمرهای خارج سلولی تولید می

و تغییااار در فنوتیااا   مااااتریأپیوساااتگی و تشاااکیل 

ها با توجه به سرعت رشد و رونویسی از ژن ،هاارگانیسم

تاثیر زیاادی بار سالامت عماومی دارد،  بیوفیلمشود. می

طااور قاباال تااوجهی باعااث کاااهش حساساایت زیاارا بااه

علات  .(9،3)دشاومیکروارگانیسم به عوامل ضدمیکروبی می

نشاده  مشاخ های بیوفیلم سلولتوسعه مقاومت میکروبی 

هاای متعاددی پیشانهاد است، اما مطالعات اخیر مکانیسم

اند از جمله: شکست عوامل ضدمیکروبی در نفاو  کرده

، هاا و پاساخ اساترسبه داخل بیوفیلم، رشد آهسته سلول

( در بیوفیلم به دلیل تفااوت Heterogeneityونی )ناهمگ

در شیب مواد مغذی، ماواد زائاد و عوامال سایگنالینگ، 

 ، القاای(General stress response) استرس عماومی پاسخ

و وجاود  هاایی متفااوتیک فنوتی  متفاوت با بیاان ژن

 .(4)(drug efflux pumps-Multi) دارویی های چندپم 

یل بیاوفیلم دهند که تشاکنشان می مطالعات ژنتیکی

دهد: تماس اولیه و اتصال باه طی مراحل مختلفی رخ می

و  دهدسطو که به دنبال آن تشکیل میکروکلونی رخ می

و در نهایات  سااختمان بیاوفیلمتشاکیل در ادامه بلاو  و 

ایان  گردناد.های بیوفیلم جدا شده و پراکناده مایسلول

رد ها دااتفاق نیاز به نوع خاصی از سیگنالینگ بین سلول

 (QS :Quorum Sensing)کوئروم سنساینگکه تحت عنوان

ی اچنین نیاز به رونویسی از م موعهشود. همشناخته می

های فرم پلانکتاونی هماان ها دارد که نسبت به ژناز ژن

های تاکنون استراتژی .(5)میکروارگانیسم متفاوت هستند

مختلفی برای از بین باردن بیاوفیلم پیشانهاد شاده اسات. 

هاای تاوان باه روگهاا را مایطور کلی این اساتراتژیبه

، میازان آبگریازیمکانیکی )شاامل تغییار باار ساطحی و 

جلوگیری از اتصال باکتری به سطو و ت زیاه بیاوفیلم(، 

، قاویالعااده هاای مغناطیسای فاوقفیزیکی )شامل میدان

و  (بااالاهااای الکتریکاای بااا قاادرت اولتراسااوند و پااالأ

های یونی( ها، بیوسیدها و پوششبیوتیکشیمیایی )آنتی

هااای ساابز شااامل چنااین تکنولااوژیهاام .(6)تقساایم کاارد

هاای عصاارهو  ،(6)هااآنازیم ،(6)استفاده از باکتریوفاژهاا

سودوموناس آئروژینوزا  نیز پیشنهاد شده است. (9)گیاهی
تواناد که مای گرم منفی استو طلبپاتوژن فرصتیک 

تهااجمی را در بیمااران بساتری و و هاای شادید عفونت

از ای اد کند. این باکتری یکای  حادهای مبتلا به بیماری

هاای و عفونات های حاد و مزمن استعلل شایع عفونت

 هاااای مقااااوم باااه چنااادین دارو ویهناشااای از آن و سااا

(Multi-drug resistant, MDR) در بیماران بساتری در ،

باه اناواع  ناوزایساودوموناس آئروژ حال افازایش اسات.

هاا و نولونیک دها،یکوزینوگلیها از جمله آمکیوتیبیآنت

 ی مقاوماتهاسمیمکان .دهدیها مقاومت نشان مبتالاکتام

 تاوانیرا م یکیوتیبیحمله آنت مقابله با یمورد استفاده برا

 یبنادطبقه تطبیقیو  یاکتساب ، اتیمقاومت  سه دسته به

گاذرا  راتییاتغی، قایتطب یکیوتیبیمقاومت آنتدر  .کرد

ی طیمحرک مح کیدر پاسخ به  نیپروتئ یا ژن و انیدر ب

 قابال ،کاه محارک حاذو شاود یزمانو  شودای اد می

و  لمیوفیاب لیتشاکهاا شاامل این مکانیسم. برگشت است

 کی ییتوانااین موضوع . ماندگار است یهاسلول دیتول

 یکیوتیابیحمله آنتادر برابر ماندن  زنده یرا برا یباکتر

و  لمیوفیاب لیتشاکها شامل این مکانیسم. دهدافزایش می

مانع  کیعنوان به لمیوفیب. ماندگار است یهاسلول دیتول

بااه  کیااتویبیآنتاا یدسترساا دنمحاادودکر یبااراانتشااار 

 ،از ایاان گذشااته. کناادیعماال ماا ییایااباکتر یهاااساالول

 درمانادن  مقاوم به چند دارو که قادر به زناده یهاسلول

توانناد در بیاوفیلم نیاز مای هساتند، هاکیوتیبیآنت مقابل

باا ساودوموناس آئروژیناوزا  هایسویه .(1)تشکیل شوند

تواناد بار دفااع زا مایتولید بیوفیلم و فاکتورهای بیماری

های میزبان غلبه کند که این کار از طریاق سیساتم سلول

QS (7)شااودتنظاایم ماای. QS  در باااکتری باعااث تولیااد و

 هااای ساایگنالینگ بااه نااام خودالقاااگر انتشااار مولکااول
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(inducer-autoمی )هاا در که غلظت ایان مولکاول شود

 .(52)یابدسلولی افزایش میپی افزایش تراکم 

 دارای سااه سااودوموناس آئروژینااوزا  QSسیسااتم 

. طبق مطالعات، هر ساه pqsو  las ،rhlاصلی است:  مسیر

نقااش اساساای در چرخااه زناادگی بیااوفیلم ایفااا  مساایر

کننااده یااک پااروتئین تنظیم دارایکننااد. هاار شاابکه ماای

اسات کاه باا  PqsRو  LasR ،RhlRهای رونویسی به نام

شاوند. در ال میدهای مربوطاه خاود فعامولکول سیگنال

و  AHL-C12-oxo-3، هالاکتون آسیل هموسرین حالی که

HSL-C4، هایمسیرهای خودالقاگر مولکول LasR  وRhlR 

 (،PQS)کینااولینهتتیاال-9-دی هیدروکساای-4و3هسااتند، 

( و HHQکینولین )هیدروکسی-4-هتتیل-9ساز آن پیش

( لیگاناادهای NHQکینااولین )هیدروکساای-4-نونیاال-9

تشااکیل بیااوفیلم را در  ایاان دسااته هسااتند. PqsRطبیعاای 

ای اااد  سااودوموناسمراحاال اولیااه عفوناات و التهااا  

 هااینمایند. بر این اساس، انتظار می رود که مهارکنندهمی

PqsR طاور قابال تاوجهی تشاکیل بیاوفیلم را کااهش به

چناین تولیاد هام سودوموناس آئروژیناوزادر  QSدهند. 

 تئااااز، رامنولیتیااادها، زا مانناااد پروفاکتورهاااای بیمااااری

هااا، سوپراکساایداز دسااموتازها، پروتئاااز قلیااایی، لکتااین

، سیانید هیدروژن و پیوسایانین را تنظایم Aاگزوتوکسین 

بارای غلباه بار  ثرؤیاک اساتراتژی مابنابراین  .(7)کندمی

زا( و زایای ایان بااکتری )تولیاد عوامال بیمااری بیماری

 QSمقاوماات آن )تشااکیل بیااوفیلم(، تااداخل در سیسااتم 

در میااان عواماال مختلاا  ضااد میکروباای،  .(55)اساات

دارای  ،گیااهی یاا شایمیایی  ( با منشNQsها )نفتوکینون

تنوع ساختاری و عملکاردی بسایار زیاادی هساتند و در 

  .(59)باشااندنیااز مااوثر ماای MDRهااای براباار پاااتوژن

هاا و با توجه به خواص ضد باکتریایی نفتوکینون بنابراین

 هااای خااود هااا بااا مولکااولشااباهت ساااختاری بااین آن

 ( 5شااااماره  تصااااویر) NHQو  HHQ ،PQSالقاااااگر 

 لاوسااااون در ایاااان مطالعااااه بااااه بررساااای خااااواص 

(2-hydroxy-1,4-naphthoquinone) یک رنگ قرماز ،

و  )misLawsonia iner( های گیاه حناانارن ی در برگ

 Eichhornia crassipes((53)های گیاه سنبل آبای )گلبرگ

 سودوموناس آئروژینوزاباکتری  علیهو نیز چندین مشتق آن 

. مطالعاات (9 شاماره تصاویرآن پرداخته شد ) QSو شبکه 

های زیستی جالبی مانند اند که لاوسون فعالیتنشان داده

بااکتری، ضادقارچی، ضادالتهابی،  اکسایدان، ضادآنتی

 .(54)کسیک داردسرطان و سایتوتودضدتب، ضددرد، ض

 

   
NHQ HHQ PQS 

 

 NHQو  PQS ،HHQ، مولکول های خود القاگر pqs مسیر لیگاندهای طبیعیساختار شیمیایی  :1تصویر شماره 

 

 

 
  G7-307 

F-54: R1=F, R2=R3=H 

CN-461: R1=CN, R2=R3=H 

OCH3-466: R1=OCH3, R2=R3=H 

NO2-481: R1=NO2, R2=R3=H 

H-466, R1=R2=R3=H 

3-OH-452: R2=OH, R1=R3=H  
Lawsone 

 

 مورد استفاده ساختار شیمیایی مواد :2تصویر شماره 
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 ها روش و مواد
 مواد

 کلیاااه مشاااتقات لاوساااون مطاااابق مقالاااه قبلااای 

 همکااااااران تهیاااااه و اساااااتخراج گااااال مکاااااانیون و 

 اسااتفاده در  هااای باکتریااایی مااوردکلااونی .(55)شاادند

 )ساااویه  PAO1ساااودوموناس آئروژیناااوزا مطالعاااه ایااان 

Nottinghamwild type ) یکروبایم یهاایابی. تمام ارزبود 

 طی( و محاMHAآگاار ) نتاونیه -کشت ماولر طیدر مح

 ازخریاداری شاده ( MHB) سبارا نتاونیه -کشت مولر

 از نیساای)هنااد( ان ااام شااد. توبراما HiMedia شاارکت

 تهیاه( کاایمتحاده آمر الاتی)ا Sigma-Aldrich شرکت

تاری فنیال -5و3و9از جملاه  ،ییایمیماواد شا ریشد. ساا

 ،هیادروکلریک اساید ، کلروفرم،(TTC) تترازولیوم کلراید

 شرکت از (skimmed milk) شیر خشک بدون چربیو 

Merck شدند. یداری)آلمان( خر 
 

 روگ کار
لاوساون و مشاتقات ( MIC) حداقل غلظت مهاری تعیین

 PAO1 آن در برابر باکتری سودوموناس آئروژینوزا
شبه باکتری، سوستانسیون  خیره  ابتدا از کشت یک

مکفارلند( در نرمال  5/2)معادل  CFU/mL 152با غلظت 

سااالین اسااتریل تهیااه شااد. سااتأ از ایاان سوستانساایون، 

ساخته شد. از هرکدام از  652 و CFU/mL 952های رقت

  DMSOوزن و باا کماک mg 9ماورد آزماایش، ماواد 

(v/v 9 حل شد.درصد ) 

غنای شاده باا گلاوکز  MHB ستأ با محیط کشت

(w/v 5/9درصاااد)،  باااه ح ااامmL 5  .ساااتأرساااید ،

و  mg/mL 5 ،5/2 ،95/2 ،595/2 ،2695/2هاااای رقااات

خانه،  76های یک پلیت ساخته شد و به چاهک 2359/2

µL 512  غلظاات، دو از هاار غلظاات اضااافه شااد )بااه هاار

از  µL 92، در اداماااه چاهاااک اختصااااص داده شاااد(.

بااه هاار چاهااک  CFU/mL 652سوستانساایون میکروباای 

انکوبه شاده و  C°39تلقیو شد. پأ ازآن پلیت د دمای 

حال شاده در  TTCنمک  µL 32ساعت  51پأ از طی 

باه  پلیت ( افزوده شد و م دداmg/mL 5ًآ  )با غلظت 

 ار داده شد.قر C°39ساعت در دمای  4مدت 

 
بررسی توانایی لاوسون و مشاتقات آن در جلاوگیری از 

 PAO1سودوموناس آئروژینوزا تشکیل بیوفیلم 

µL 92  سوستانسااایون میکروبااای ازCFU/mL 652 

هاای زیار از غلظات µl 512، باا سودوموناس آئروژینوزا

MIC لاوسون با غلظت ترکیبات منتخب( µg/mL522 و 

 در محیط کشات (mLµg/952 با غلظت 2NO-481ماده 

MHB 76هاای پلیات در چاهاک ،غنی شده باا گلاوکز 

چاهک(. ساتأ ایان  3خانه ریخته شد )برای هر غلظت 

ساااعت انکوبااه  41بااه ماادت  C°39هااا در دمااای پلیاات

 94گردید )محیط کشت داخل هر چاهک روز اول هار 

ساعت تعاوی  شاد(. پاأ از  59ساعت و روز دوم هر 

باار  9 و پاأ ازتخلیاه هاک هار چا محتاوایاین مدت، 

محلول کریساتال  µL52 نرمال سالین، µL522شستشو با 

با حذو کریساتال  اضافه شد.درصد(  w/v 23/2)ویوله 

 ویوله و شستشوی م ادد هار چاهاک باا نرماال ساالین،

درجاه  76اتاانول  µL 522آنالیز کمی بیوفیلم با افازودن 

 صورت گرفت. جذ  کریستال ویوله به عناوان معیااری

 nm 572 طاول ماوج از میزان بیاوفیلم تشاکیل شاده، در

. نتاایج باا کنتارل (Synergy H4 ،BioTek) خوانده شاد

منفی )محایط کشات بادون میکارو ( و کنتارل م بات 

و کنتاارل داروئاای )محاایط کشاات همااراه بااا میکاارو ( 

 مقایسه شد.( µg/mL 5)توبرامایسین با غلظت 

 
 در شافااازای از نظااارو مشاااتقات آن  لاوساااونبررسااای 
 بیوتیک توبرامایسینیاثربخشی آنت

µL 92  سوستانسااایون میکروبااای ازCFU/mL 652 

محاایط  µL 512بااا  ،PAO1سااودوموناس آئروژینااوزا 

های پلیات در چاهک ،غنی شده با گلوکز MHBکشت 

چاهاک(. ساتأ  3خانه ریخته شد )برای هر غلظات  76

ساعت انکوباه گردیاد  36مدت به C°39در دمای پلیت 

سااعت  94کشت داخل هر چاهک روز اول هر  )محیط
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 ساعت پایانی 59ساعت تعوی  شد(. در  59ر هو روز دوم 

 2NO (µg/mL 595-481 ترکیاب MICهای زیار غلظت

 با غلظتتوبرامایسین  و لاوسون با/بدون (µg/mL 952و 

µg/mL5  بااکتری  حااوی محایط کشاتهای چاهکبه

 .انکوبه شد C°39در دمای اضافه و م دداً 

محایط کشات حاااوی  ،پاأ از گذشات ایان زماان

محایط کشات غنای  μL 922و  تخلیاهترکیبات دارویای 

( باه هار mg/mL 5) TTCشده با گلاوکز حااوی نماک 

 هماان شارایطسااعت در  4مدت چاهک اضافه شد و به

دهناده میزان رنگ قرمز که نشاان در نهایت،انکوبه شد. 

 nm 452 باشد در طول موجهای زنده می میزان میکرو

 ی )محیط کشت خاالی(منف کنترلتعیین گردید. نتایج با 

)محیط کشت همراه با بااکتری( و کنتارل  م بت وکنترل

( MHBداروئی )توبرامایسین و باکتری در محیط کشت 

 .شد سهیمقا

 

در جلااوگیری از تولیااد  لاوسااونبررساای اثاار مشااتقات 
 بیماری زافاکتورهای 

 سن ش میزان پیوسیانین
 باه PAO1ئروژیناوزا آ سودوموناساز یک کلونی 

mL55  کشت محیطMHB ضافه و ، اغنی شده با گلوکز

در  انکوباتور -در داخل دستگاه شیکر ساعت 94مدت به

. کشات حاصال قرارگرفت rpm 922و دور  C°39دمای

، شستشاو و م ادداً و حذو فاز رویی پأ از سانتریفیوژ

ن سوستانسایودر داخال ارلان،  ،محایط کشات mL 5در 

  و  هاایدر غلظاتنیاز  2NO-481همزمان، ماده . شد

 ارلانباه هار ( µg/mL 952و  µg/mL 595) MICمقدار 

سااعت باا  94مادت بهم دداَ های جدید کشت اضافه و

 .شدندشرایط  کر شده انکوبه 

باه  ،کلروفارم mL5 پیوسیانین تولید شده با افازودن

 شد استخراج(، mL5بار  5و  mL9بار  9) صورت منقسم

 (M 5/2) اساید هیادروکلریک باا افازودن و به دنبال آن

. جاذ  محلاول صاورت گرفاتاساتخراج م دداً عمل 

کنتارل منفای . خوانده شد nm552حاصل در طول موج 

محایط )و کنتارل م بات  (محیط کشت بدون میکارو )

و بدون ماده مورد آزمایش( باه  کشت همراه با میکرو 

 عنوان شاهد استفاده شد.

 

 یزان پیووردینسن ش م
ه با PAO1ئروژیناوزا آ سودوموناسیک کلونی از 

mL52  محاایط کشااتMHB  ،در غناای شااده بااا گلااوکز

 با C°39ساعت در دمای  94مدت اضافه و به داخل ارلن

هم زده شد. در مرحله بعد، سوستانسایون  rpm 922دور 

و فاااز رویاای حااذو شااد. سااتأ سااانتریفیوژ  حاصاال

غنای شاده، در  MHB محیط کشت mL 5 درها باکتری

 MIC تار ازکام هاایتباا غلظا 2NO-481مااده  حضور

(µg/mL 595  وµg/mL 952،)  ًسوستانساایون و م ااددا

انکوباتور با شارایط  -در دستگاه شیکرساعت  1به مدت 

ا اهاا باناه ارلاان مرحلاادر ایا رفت.ارار گااده قا کر ش

 ژوافیایراسانت د ازابعا. داده شااپوشان ومیاآلومینیذ اکاغ

از ایان فااز  µL922 آوری گردیاد.جماع رویایمایع  فاز

)برای هار  خانه مشکی ریخته 76پلیت  چاهکداخل هر 

آن ثباات شااد  فلوروسااانأو نشاار چاهااک(  3 غلظاات

(nm422 =exλ و nm 554=emλ نتایج باا کنتارل م بات .)

)محیط کشت همراه با میکرو  و بدون مااده( و کنتارل 

ان غلظات مااده( هر غلظت )محیط کشت هماراه باا هما

 مقایسه گردید.

 
 سن ش میزان پروتئاز
باه  PAO1ئروژیناوزا آ سودوموناسیک کلونی از 

mL52  محیط کشاتMHB 2-481 حااوی ماادهNO  باا

(، µg/mL 952و  µg/mL 595) MICزیاار  هااایغلظاات

ساااعت در دمااای  94ماادت اضااافه و بااهارلاان در داخاال 

C°39 دور  باrpm 922 ،یای فااز رو هم زده شاد. ساتأ

 mL5 فیلتر گردید. باه ایان فاازبا فیلتر سرسرنگی جدا و 

 9اضافه و به مدت  درصد 95/5 شیر خشک بدون چربی

انکوبااه شااد. در نهایاات جااذ   C°39ساااعت در دمااای 

 .خوانده شد nm622حاصل در طول موج 
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 تحلیل آماری نتایج
باار تکارار و نتاایج باه  3ها حاداقل تمامی آزمایش

 او از معیاااار بیاااان شاااد. انحااار ±صاااورت میاااانگین 

، باه 99نساخه  SPSS آماری افزارتوسط نرم جینتا لیتحل

 چناااد گاااروه  یهاااانیانگیااام یکماااک آزماااون برابااار

 یهااو با توجه باه تسات (way ANOVA-Oneمستقل )

Levene، Tukey  وTamhane حاداک ر یبا درصد خطا 

25/2 (225/2>Pان ام شد ). 

 

 هایافته
برابااار ساااودوموناس  منتخاااب در ماااواد MIC نتاااایج
 PAO1 ئروژینوزاآ

MIC  ساااودوموناس ترکیباااات مختلااا  در برابااار
 نشان داده شده است. 5در جدول شماره  آئروژینوزا

MIC  حداقل غلظتی است که در آن اثرات مهااری

بنابراین اولین چاهکی که در آن رنگ ، شودمشاهده می

گازارگ شاد. فقاط  MICقرمز وجود نداشت باه عناوان 

باه  MIC مقادار 2NO-481و  OH-3-452مااده  برای دو

دساات آمااد و باه mg/mL 5/2و mg/mL 5ترتیاب براباار 

هاا رشاد مشااهده شاد. برای سایر مواد در تمامی غلظت

MIC  توبرامایسین نیزµg/mL 9 .شد 

 
بررسی توانایی ترکیبات منتخب در جلوگیری از تشکیل 

 ئروژینوزاآ سودوموناس بیوفیلم
و  ئروژیناوزاآ ساودوموناسهای مپأ از تهیه بیوفیل

انتخا  شده در مرحله قبل )لاوسون و ماده افزودن مواد 

481-2NO،) در محلاول  جذ  کریستال ویولاه موجاود

اتانول به عنوان معیاری از بیوفیلم تشکیل شده، در طاول 

 .(5شماره  نمودار) خوانده شد nm572 موج
 

ترکیبااات منتخااب در افاازایش اثربخشاای اثاار بررساای 
هاای موجاود در بیوتیک توبرامایساین بار میکارو آنتی
  PAO1ائروژینوزآ سودوموناس هایبیوفیلم

شاده هار  در این قسمت با توجه به جاذ  خواناده

 که رابطه مستقیم با شادت رناگ قرماز nm452چاهک در 

های در حضور میکرو  نمک تترازولیومناشی از احیای 

یی و نیز اثر آن ها اثر ترکیبات منتخب به تنها، زنده دارد

در افزایش اثربخشی آنتی بیوتیاک توبرامایساین بررسای 

به عبارت دیگر شدت جذ  بالاتر نشان زنده ماندن  .شد

 (.9شماره نمودار تری است )های بیشباکتری
 

 
ساودوموناس درصد بیوفیلم تشاکیل شاده ناشای از  :1شماره نمودار 

در مقایساه باا  2NO-814در حضاور لاوساون و ترکیاب آئروژینوزا 
 گروه های کنترل

 

 
اثر ترکیباات منتخاب در نفاو  باه بیاوفیلم و از باین  :2شماره نمودار 

 سودوموناس آئروژینوزابردن باکتری 

 
 روژینوزاآئسودوموناس مواد منتخب در برابر MIC  (mg/mL )نتایج  :1شماره  جدول

 

 Lawsone F-454 CN-461 3-OH-452 481-2NO 646-3OCH H-466 G7-307 مواد

MIC ― ― ― 5 5/2 ― ― ― 
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بررساای اثاار ترکیبااات منتخااب در جلااوگیری از تولیااد 
 بیماری زا فاکتورهای
 پیوسیانین تعیین مقدار
 سااودوموناسساااعته باااکتری  94از م اااورت پااأ 

 مقادار و   هاایبا غلظات 2NO-481ماده  با ئروژینوزاآ

MIC، رناگ سابز  شده توسط باکتری باه پیوسیانین تولید

 بقایای سلولیو جدا کردن  سانتریفیوژ باخود را نشان داد. 

 آبای -رنگ سابز ،فرموکلر پیوسیانین توسط و استخراج

اسید به فاز آلای  هیدروکلریک افزودن با که مشاهده شد

های . جذ  محلولای اد گردیدرنگ صورتی  ،استخراج

 میاانگین. خوانده شاد =nm 311 λmaxحاصل در طول موج 

 نماودارمقایسه با کنتارل م بات در در  هاذ  این غلظتج

آماده اسات. هرچاه میازان جاذ  کمتار باشاد  3شماره 

 تر مهار شده است.میزان تولید پیوسیانین بیش
 

 
 ساودوموناسدرصد پیوسیانین تولید شاده ناشای از  :3شماره  نمودار
باا غلظات هاای مختلا  در  2NO-481در حضاور مااده  ئروژینوزاآ

 با گروه کنترل مقایسه

 

 پیووردین تعیین مقدار
ساااعته باااکتری رشاادیافته بااا  1پااأ از م اااورت 

 فلوروساانأ میزان نشر ،2NO-481اده مهای مختل  غلظت

خاناه مشاکی خواناده  76ردین تولید شده در پلیت وپیو

در عین حال جهت محاسبه میزان نشر واقعای ناشای شد. 

رای هار غلظات از پیووردین، مقادیر فلورسانأ کنترل با

)همان غلظت بدون حضاور بااکتری( از مقاادیر بدسات 

طاور کلای هرچاه آمده در حضور باکتری کاسته شد. به

تار تار باشاد میازان مهاار تولیاد پیاووردین بایشنشر کم

 (.4شماره نمودار خواهد بود )

 
 سااودوموناسمقاادار پیااووردین تولیااد ناشاای از  :4شووماره نمووودار 

با غلظت هاای مختلا  در  2NO-481کیب در حضور تر ئروژینوزاآ

 مقایسه با گروه کنترل

 

 پروتئاز تعیین مقدار
 سااودوموناسطااور کااه بیااان شااد باااکتری همااان
 MICزیار  هاایتباا غلظا 2NO-481اده و م آئروژینوزا

(µg/mL 595  وµg/mL 952) هام  ساعت با 94ه مدت ب

 باا اضاافهکردن، فیوژ و فیلتر یپأ از سانترو انکوبه شده 

 حاصال جاذ شیر خشاک بادون چربای،  mL5 نمودن

تر باشد تولید آنازیم پروتئااز . هرچه جذ  بیششد ثبت

های ت زیه نشده تر مهار شده است و مقدار پروتئینبیش

 (.5شماره نمودار باشد )تر میبیش

 

 
شایر خشاک بادون  های ت زیه نشدهمقدار پروتئین :5شماره نمودار 

هااای مختلاا  در بااا غلظاات 2NO-814چرباای در حضااور ترکیااب 

 مقایسه با گروه کنترل

 

 بحث
 باکتریاایی، هایآنتاگونیست و QSمهارکنندگان سیستم

 هاایبیمااری مدیریت برای مناسبی درمانی بالقوه عوامل
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 مشتقات ،AHL صناعی هایآنالوگ تاکنون .هستند عفونی

 بسیاری و فورانون مشتقات کینازولینون، و کینولون بر مبتنی

بارای مهاار  گیااهی، منشاا  باا عمدتاً طبیعی ترکیبات از

 از ایان گذشاته،. انادشده توصی  هاباکتری QSسیستم 

 فعالیات بودناد، شاده کشا  قابلاً کاه داروهاایی برخی

اناد کاه از آن جملاه داده از خود نشاان QS کنندهتعدیل

سودوموناس  QS سیستم با آزیترومایسین توان تداخلمی
 .(56)برد را نام آئروژینوزا

 ESKAPEهاای پااتوژن در برابر هانفتوکینون-4و5

، اسااتافیلوکوکأ اوروئااوس، انتروکوکااوس فاساایوم)

سااودوموناس ، آسااینتوباکتر بومااانی، کلبساایلا نومونیااه
 طریاق از MDR ( و نیزانتروباکترهای و گونه آئروژینوزا

 مهاار بار پلاسامیدها، تا ثیر مانناد مختلا  هایمکانیسم

 ،(ROS) فعال های اکسیژنونهگ تولید افلاکأ، هایپم 

ژیراز، اختلال در پتانسیل غشا و مهاار  DNA آنزیم مهار

تر اشاره شد طورکه پیشهمان .(59)کنندمی بیوفیلم عمل

در این مطالعاه از لاوساون و برخای مشاتقات آن جهات 

ساودوموناس آئروژیناوزا بااکتری  QSبرهم زدن سیستم 
هایی با گاروه کتاونی استفاده شد که در واقع نفتوکینون

در باین مشاتقات ماورد  باشند.می 4و  5های در موقعیت

در  2NO-481و  OH-3-452آزمایش تنها ترکیبات ماده 

بودنااد کااه بااه  MICبااازه غلظتاای آزمااایش شااده دارای 

بود. بنابراین چون مشاتق  5/2و  mg/mL 5ترتیب معادل 

در  MICتار از های کمتری بود با غلظت، ترکیب قوی5

چناین ترکیاب مرحله بعد مورد بررسی قرار گرفات. هام

 باشاد در آزمایشااتلاوسون نیز که به وفور در دسترس می

 از تشکیل بیوفیلم، مورد استفاده قرارگرفت. ازپیشگیری 

 ساودوموناسباکتری  QSجا که هدو اختلال در شبکه آن
)و نه از بین بردن آن( می باشد ان ام این کار  آئروژینوزا

هاا باه منطقی است چرا که اسااس مقااوم شادن بااکتری

ترکیبات ضد میکروبی موجود، تلاگ بارای رشاد و بقاا 

ترکیبای بار ایان دو موضاوع، تا ثیر است و در صورتی کاه 

 .(7)نگذارد مقاومت باکتریایی نیز پیش نخواهد آمد منفی

در مرحله بعد که ارزیابی تواناایی ترکیباات منتخاب در 

پیشگیری از تشکیل بیاوفیلم مای باشاد، ایان مشاتقات از 

 ابتدا همراه با محیط کشت به سوستانسیون باکتریایی افازوده

شدند. هرچه مقدار جذ  به دست آمده در ایان مرحلاه 

تار کنترل م بت باشد بیانگر تشکیل بیوفیلم کم تر ازپایین

باشد. بار هماین ماده منتخب میو در نتی ه اثر بخشی بهتر 

 اساس با استفاده محاسبات آماری هر دو ترکیب لاوساون و

481-2NO ها با کنترل م بات تفااوتکه میانگین جذ  آن 

 داری داشت برای آزمایشات بعدی انتخا  شد.یمعن

 بررسی تقویت اثر احتماالی توبرامایساین بعد بهدرمرحله 

 های مختلا با غلظت 2NO-481در حضور لاوسون و ماده 

پرداخته شد. مشاهده شد که در این آزمون نیز اخاتلاو 

استفاده باا کنتارل م بات های مورد داری میان غلظتیمعن

 دست آمده در حضورههای بوجود دارد، اما میانگین جذ 

داری نادارد یحضور آن تفاوت معنتوبرامایسین، با عدم 

بیوتیک در نفو  باه دهنده عدم توانایی این آنتیکه نشان

 شده است. بناابراین اثار مشااهده شاده داخل بیوفیلم تشکیل

در کاهش میزان جذ  تنها ناشی از نفو  خو  مواد باه 

داخل بیوفیلم بوده است. جهت اطمینان از ایان موضاوع 

ته به داخل بیوفیلم تشاکیل شاده توبرامایسین نتوانسکه آیا 

اثار شاده نفو  کند یا به نحوی در اثر وجود سایر مواد بای

 MICاست، آزمایش م دداً باا توبرامایساین و در غلظات 

تکرار و مشاهده شد میزان جذ  با کنتارل م بات تفااوتی 

(. این موضوع ت ییادی بار عادم 6شماره  نمودارنداشت )

 ه بیوفیلم تشکیل شده است.توانایی توبرامایسین در نفو  ب

 

 
 

در  سودوموناس آئروژینوزامقایسه میزان زنده مانی  :6شماره  نمودار
 (µg/mL 9حضور و عدم حضور توبرامایسین )
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 نوزایسودوموناس آئروژ یباکتر Quorum-Sensingمهار شبكه 
 

 2042، آذر  227دوره سي و سوم، شماره                      كي مازندران                                                               مجله دانشگاه علوم پزش          04

سااتأ بااه بررساای میاازان پیوساایانین، پیااووردین، و 

پروتئاااز تولیااد شااده در حضااور ترکیااب منتخااب )ماااده 

481-2NOدلیل به( بیآ فنازین) ( پرداخته شد. پیوسیانین 

 مطالعاه مورد هایفنازین ترینرایج از یکی بالینی اهمیت

 نظر در زاییبیماری عامل یک عنوانبه رو این از و است

 تواناایی دلیال به رنگدانه این از ناشی سمیت. شودمی گرفته

 سوپراکساید تشاکیل و مولکاولی اکسیژن کاهش در آن

 دروژنهیا پراکساید تولیاد باه من ار نهایت در که است

 ایان و شودمی کنترل QS توسط پیوسیانین سنتز. شودمی

 توساعه باه کننادهعامل کمک عنوانبه چنینهم رنگدانه

 یگریرنگدانه د نیز نیووردیپاست.  شده شناخته بیوفیلم

. شاودیترشو م سودوموناس آئروژینوزا است که توسط

 پساتانداران ترانسفرین جداسازی بافلورسنت  دروفوریساین 

زایی این بیماری به های میزباندر بافت آهن ای اد فقر و

ترشاااو از ساااوی دیگااار،  .کنااادمااای کماااک بااااکتری

 سودوموناس آئروژیناوزای مهم یژگیو کیاگزوپروتئازها 

پروتئازهااای هیاادرولیتیک بااا شکسااتن  اساات. پاااتوژن

های میزبان قدرت تهاجمی باکتری را های سلولپروتئین

 دساتهمقدار جذ  و نشر بهر چه  .(59،51)دهندافزایش می

تار باه تر از کنترل م بت باشد بیانگر مهاار بایشآمده کم

 ترتیب مسیر تولید پیوسیانین و پیوردین در باکتری است.

در این بخش کاهش میزان پیوسیانین تولید شده در 

اماا در ماورد  باشاددار نماییمعن 2NO-481حضور ماده 

ار دیت، معناپیووردین این کاهش نسبت باه کنتارل م با

بود. در آزمایش بررسی میزان پروتئاز تولید شده توساط 

نیااز هرچااه مقاادار  2NO-481باااکتری در حضااور ماااده 

تر از کنترل م بت باشد بیاانگر جذ  به دست آمده بیش

در  2NO-481تار تولیاد پروتئااز توساط مااده مهار بایش

باشد. به عبارت دیگر چاون در می MICهای زیر غلظت

هاای یش، جذ  ثبت شده مرباو  باه پاروتئیناین آزما

شیر خشک بدون چربای اسات، هار چاه مقادار پروتئااز 

تری ت زیه شده و جذ  های بیشتر باشد، پروتئینبیش

فعالیات  2NO-481جا نیز مااده در این (57)شودتر میکم

کاه ای در مطالعه بهتری نسبت به کنترل م بت نشان نداد.

( منتشار شاد نشاان داده 9295و همکااران ) Qaisتوسط 

نفتوکیناون، -4و5(، یک Plumbaginشد که پلومباژین )

ناشای از  یهاالمیوفیاب عیوسا  یامهاار طتواند باعث می

، کروموبااکتریوم وایولاسائومی )گارم منفا یهاایباکتر

شود به  (سودوموناس آئروژینوزا، و سراشیا مارسه سنأ

 توسط لمیوفیب لیمهار تشک درصد 92از  شیبطوری که 

 ریازغلظت  نیدر بالاتر PAO1 سودوموناس آئروژینوزا

MIC شیآزما ( شدهµg/mL 595 )چناینهم شد. مشاهده 

تواناد باعاث کااهش مشخ  شد کاه ایان ترکیاب مای

تولیاد پیوسایانین، پیاووردین و وابسته به دوز دار و یمعن

. ترکیااب لاوسااون بااا (59)پروتئااز در ایاان باااکتری شااود

باا حادود  2NO-481هش و ترکیب درصد کا 12حدود 

درصد کاهش اثرات ضد بیوفیلمی قوی تاری نسابت  72

 اند.به پلومباژین داشته

و  Guptaای کااه توسااط تاار نیااز در مطالعااهپاایش

( منتشر شده بود ت ثیر این ترکیب بار دو 9259همکاران )

و  MTCC 424)ساودوموناس آئروژیناوزا ساویه دیگار 

MTCC 2488)  هاا نشاان داد کاه آنبررسی شاد. نتاایج

درصد تولیاد بیاوفیلم  62حدود  پلومباژین قادر است در

ایاان دو سااویه را کاااهش دهااد. در عااین حااال، ترکیااب 

مذکور بر روی تخریب بیوفیلم تشکیل شده، به تنهایی و 

داری داشت کاه ایان یدر ترکیب با جنتامایسین، اثر معن

 چونکند. همموضوع ارزگ این ترکیب را دوچندان می

مطالعه قبلی، نتایج ارزیابی ت ثیر پلومباژین بر فاکتورهای 

زای پروتئاز، پیووردین و پیوسیانین، باه تنهاایی و بیماری

در ترکیب با جنتامایسین، حکایت از کاهش معنادار هار 

 .(51)سه فاکتور داشت

و همکااااران اثااار ترکیاااب  Hanاز ساااوی دیگااار، 

 سااودوموناس آئروژینااوزا( را روی Jugloneژوگلااون )

و همکااران  Hanبررسی کردناد.  ATCC 10145سویه 

تواناد در نهایت به این نتی ه رسیدند که این ترکیب مای

دنبال سبب آتروفی و آسیب به غشای سلول باکتری و به

از محتوای سالولی از آن کلاپأ و خروج ح م زیادی 

 چنین مشاخ ها و نوکلئیک اسید شود. همجمله پروتئین
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در معار  ساودوموناس آئروژیناوزا گارفتن  قرار شد که

هاای اکسایژن فعاال دار گوناهنیژوگلون سبب افزایش مع

(ROSمی )طبیعای  شود که به نوبه خود باعث افزایش غیر

ب، ایان ترتیاهماینگاردد. باهمیزان استرس اکسیداتیو مای

ساودوموناس هاای ترکیب توانست میزان تشاکیل بیاوفیلم
های داخل بیوفیلم را وابسته به غلظات، و سلولآئروژینوزا 

 .(92)دار مهار نمایدیبه صورت معن

Novais  را نفتوکینااون-4و5مشااتق  59و همکاااران 

هاای بااکتری بربرا را در هاآن بیولوژیکی فعالیت سنتز و

دارای اهمیت بالینی، از جمله دو  منفی گرم و م بت گرم

 و ATCC 27853) ساااودوموناس آئروژیناااوزاساااویه 

ATCC 15442) نتایج نشان داد که اک ر  .بررسی کردند

چناین ترکیبات در برابر این دو باکتری، فعال بودند. هام

های فعاال، بار تشاکیل بیاوفیلم ساویه اثر کلیه نفتوکینون

(، بررسی شد که نشان داد ATCC 15442مولد بیوفیلم )

( دارای 3شاااماره  تصاااویر) 9k، و 9e ،9f ،9jترکیباااات 

باشاند و در ایان میاان خاصیت مهارکنندگی بیوفیلم مای

درصاد پیشاتاز باود. از ایان  65با مهار تقریبااَ  9jترکیب 

های بالاتر قادر باه در غلظت 9kو  9eگذشته دو ترکیب 

که بااز  .(95)بیوفیلم بالغ تشکیل شده بودندکاهش میزان 

 2NO-481 درصد کاهش( و ترکیب 12لاوسون )هم ترکیب 

تری نسبت درصد کاهش( اثرات ضد بیوفیلمی قوی 72)

 به این ترکیبات داشته اند.
 

 

 

 

 
9e: R=4-ClC6H4 

9f: R=4-FC6H4 

9j: R=4-CH3OC6H4 

9k: R=4-CH3SC6H4 

 

نفتوکینونی مؤثر بار ساویه -4و5 مشتقاتساختار شیمیایی  :3تصویر شماره 

 و همکاران Novaisدر مطالعه  سودوموناس آئروژینوزامولد بیوفیلم 

 

و  Lemosای کاااه توساااط چناااین، در مطالعاااههااام

همکاران ان اام شاد نشاان داده شاد کاه ساایکوروبرین 

(Psychorubrin ،) یاک پیرانونفتوکیناون طبیعای کااه در

د میکروبی شود خصوصیات ضگیاهان مختلفی یافت می

های گرم م بت تواند در برابر باکتریای دارد و میبالقوه

ساودوموناس آئروژیناوزا و گرم منفی مختل  از جملاه 
هاا . با توجه باه باروز مقاومات در پااتوژن(99)مؤثر باشد

هاای هاا و ظهاور ساویهبیوتیکنسبت به بسیاری از آنتی

مقاوم به چند دارو، یافتن ترکیبات ضد میکروبی جدید، 

، QS امری ضروری است. در این میان اختلال در سیستم

تواند یک راهکار مناسب برای خن ی کاردن خاصایت می

 .بیماری زایی باکتری، بدون نیاز به از بین بردن آن باشد

 هاا،رسد که بسیاری از نفتوکینوندر م موع به نظر می

 هااترکیبات ضد میکروبی مؤثری در برابر بسیاری از پاتوژن

 سساودوموناباشند. در این مطالعه به بررسی اثرات ضاد 
 برگ ترین ترکیب موجود در عصارهاصلیترکیب لاوسون )

گیاه حناا( و برخای مشاتقات صاناعی آن پرداختاه شاد. 

برخلاو انتظار، از میان ترکیبات ماذکور، تنهاا یکای از 

اثارات قابال تاوجهی از  (2NO-481این مشاتقات )ترکیاب 

خود نشان داد. درک این موضوع که رابطه سااختمان و اثار 

تار کینونی چگونه است نیازمند مطالعات بایشترکیبات نفتو

چنین هرگونه استفاده بالینی از این ترکیبات باشد. هممی

 نیازمند بررسی مطالعات سمیت سالولی و مطالعاات حیاوانی

 باشد.در مرحله اول و مطالعات بالینی در مرحله بعدی می
 

 سپاسگزاری
 ای حرفاه دکتری پایان نامه از برگرفته پژوهش این

وساایله از روسااازی آقااای مهااران قااانعی اساات. باادیندا

حمایت مالی معاونت پژوهشای دانشاگاه علاوم پزشاکی 

مشاهد از ایان مطالعاه در قالااب طارق تحقیقااتی باا کااد 

 IR.MUMS.PHARMACY.REC.1397.008اخااالاق 

 شود.تشکر و قدردانی می
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