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 چکیده 
پریتونیت باکتریال یکی از عفونت های رایج بیمارستانی است که نتیجه آسیب مستقیم باکتری ها به پوشش صفاق  سابقه و هدف:
نتی بیوتیکی در این بیماری نیز بسیار حائز اهمیت بوده و می تواند سبب مرگ و میر بیماران گردد. در طی دهه اخیر، است. مقاومت آ

از میان این منابع، پپتید ملیتین از زهر زنبور عسل استخراج جستجوی پپتیدهای آنتی باکتریال طبیعی مورد توجه قرار گرفته است. 
 Apis Meliferaهدف اصلی این تحقیق استخراج ملیتین از زهر زنبور عسل ایرانی )بررسی است.  شده و اثر ضد میکروبی آن در حال

meda.و تعیین اثر ضد باکتری آن بر عوامل ایجاد کننده پریتونیت بود )   

با شیب افزایش  زهر زنبور به وسیله تحریک الکتریکی تهیه شد و کیفیت آن با الکتروفورز پروتئین تأیید گردید. ملیتینروش کار: 
با تکنیک کروماتوگرافی با کارایی بالا در فاز معکوس از زهر زنبور استخراج گردید. حداقل غلظت  C18یابنده استونیتریل و ستون 

 Pseudomonasو   Escherichia coli ، Staphylococcus aureusمهاری و کشندگی ملیتین بر روی باکتری های 

aeruginosa        .بررسی شد  

فراکشن قابل تشخیص بود که فراکشن اصلی مربوط به ملیتین بود. رشد باکتری های  26زهر زنبور عسل دارای ها: یافته
Escherichia coli  ،Staphylococcus aureus  وPseudomonas aeruginosa  5/32و  25/6،  39/6به ترتیب در 

 وگرم ملیتین از بین رفت.  میکر >56و  25،  56/3میکروگرم ملیتین مهار شد و توسط 

اثر قابل توجه مهاری و کشندگی بر رشد باکتری  ملیتین به طور اختصاصی به باکتری های مورد بررسی حمله کرده و گیری:نتیجه
مطالعات تکمیلی در مدل های حیوانی می تواند کمکی در حل معضل مقاومت های دارویی در درمان عفونت  های عامل پریتونیت دارد.

   .ای باکتریال از جمله پریتونیت داشته باشده

 کروماتوگرافی با کارایی بالازهر زنبور عسل، پپتیدهای ضد میکروبی، ملیتین، پریتونیت، واژگان کلیدی:  
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 مقدمه
بیماری های عفونی یکی از علل مرگ و میر بیماران در بیمارستان ها 

هستند. امروزه عفونت های ایجاد شده توسط باکتری های مقاوم به آنتی 

آنتی  (. بعد از ورود یک3بیوتیک از معضلات مهم جامعه پزشکی می باشد)

بیوتیک جدید به بازار دارویی کشورها، ژن مقاومت به آن دارو در باکتری 

 ها بروز پیدا کرده و مجددا مشکل ادامه پیدا می کند.    

از جمله عفونت هایی که به دلیل مقاومت آنتی بیوتیکی باکتری ها حائز 

اهمیت است پریتونیت باکتریال می باشد که معمولا جزء عفونت های 

رستانی به حساب آمده و در نتیجه آسیب مستقیم باکتری ها به بیما

(. از باکتری های ایجاد کننده پریتونیت 2دهد)می پوشش صفاق رخ

باکتریال می توان به اشرشیاکلی، سودوموناس آئروجینوزا، استافیلوکوکوس 

اورئوس استرپتوکوکوس پنومونیه و برخی از باکتری های گروه 

(. بیماران دچار پریتونیت باکتریال به طور 3-5رد)استرپتوکوک اشاره ک

معمول با درمان های آنتی بیوتیکی بهبود می یابند ولی درصد قابل 

توجهی نیز به دلیل مقاومت آنتی بیوتیکی باکتری های عامل پریتونیت، 

 (.6-1، 3،4دچار مرگ و میر می شوند)

یافته است.   متاسفانه سرعت توسعه داروهای جدیدتر کاهش قابل توجهی

لذا جستجوی آنتی بیوتیک های جدید با منبع طبیعی می تواند افق 

جدیدی را در درمان این گونه عفونت ها پدید آورد. از جمله این آنتی 

بیوتیک ها، پپتید های آنتی میکروبیال هستند که از منابع مختلف شامل 

و بی مهرگان گیاهان، جانوران، حشرات، سخت پوستان، بندپایان، نرم تنان 

(. پپتیدهای آنتی میکروبیال دارای 9-34و مهره داران استخراج گردیده اند)

اسید آمینه، غنی از اسیدآمینه های  32-56شارژ مثبت، اندازه کوچک، 

دارای شارژ مثبت، ساختار آمفی پاتیک، وسیع الطیف بر علیه باکتری های 

 (. 35-39گرم مثبت و گرم منفی می باشند)

(  یکی از منابع مهم و با ارزش پپتیدهای ضد میکروبی Apisل )زنبور عس

است که زهر آن از فرآورده های با ارزش است و از دیر باز برای درمان 

بیماری های مختلف از جمله ورم مفاصل، نقرس، روماتیسم و سایر بیماری 

ملیتین یکی (. 23، 26های سیستم ایمنی و التهابی به کار می رفته است)

وزن  %56پتیدهای ضد میکروبی زهر زنبور عسل است که درحدود از پ

اسیدآمینه تشکیل شده و  26خشک زهر را تشکیل می دهد. این پپتید از 

کیلودالتون است. این پپتید کوچک فاقد  1/2یک مونومر با وزن مولکولی 

(. تاکنون مطالعات محدودی 23، 22هر گونه پیوند دی سولفیدی می باشد)

 3999در سال  اثر ضد باکتریایی ملیتین صورت گرفته است.در زمینه 

ترمینال باقیمانده –Cسیتارام و هم کاران از فعالیت های بیولوژیکی قسمت 

قطعه ملیتین استفاده کردند و از آن به عنوان آنالوگی در فعالیت ضد  35

لازارف و هم کاران در محیط  2665(. در سال 24باکتریایی استفاده کردند)

in vivo  اثر ضد میکروبی ملیتین بر روی عفونت های ناشی از کلامیدیا

  2633(. در سال 25تراکوماتیس و مایکوپلاسما هومینیس را بررسی کردند)

یون و هم کارانش با به کار گرفتن ملیتین از پانکراتیت حاد به عنوان یکی 

به  (. در این تحقیق با توجه26از بیماری های عفونی جلوگیری کردند)

اهمیت افزایش مقاومت های آنتی بیوتیکی بیش از حد در بین باکتریهای 

ایجاد کننده پریتونیت، امکان استفاده از ملیتین به عنوان جای گزین آنتی 

بررسی شده  In vitroبیوتیک ها در درمان پریتونیت باکتریال، به صورت 

 است. 

 

 

 روش کار 
واقع در منطقه ( Apis Melifera meda)زهر زنبورهای عسل ایرانی 

شهرکرد به روش شوک الکتریکی تهیه شد. زهر زنبورها توسط دستگاه 

جمع آوری کننده زهر از طریق تحریک الکتریکی بر اساس پروتکل بنتون 

(. یک آکواریوم شیشه ای که دارای 24 با کمی تغییرات جمع آوری گردید

رار داده شد. صفحات سیم کشی شده بود بر روی قسمت بالایی کندو ق

زنبورهایی که روی این شبکه شروع به فعالیت و راه رفتن کردند به صورت 

میلی ولت در مدت  3-36اتوماتیک تحریک شدند، میزان این تحریک از 

ثانیه بود. این پروسه به مدت یک دقیقه تکرار می گردید.  36زمان 

شبکه  زنبورهای عسل در اثر تحریک الکتریکی احساس خطر کرده و سطح

سیمی را نیش می زدند، سپس جریان الکتریکی قطع گردید و شبکه 

سیمی  از دستگاه جمع آوری کننده زهر جدا گردید و در معرض هوا قرار 

داده شد. در نهایت زهر خشک شده توسط روش خراش با یک اسکالپل 

جمع آوری گردید و پودر جمع آوری شده به آزمایشگاه  ونوم و فراورده 

ویی انستیتو پاستور انتقال داده شد و به منظور آزمایش در دمای های دار

 درجه نگهداری گردید. -26

میکرولیتر آب  3666میلی گرم از ونوم در  56 برای آماده سازی زهر

مخلوط گردید.  vortexدیونیزه حل کرده و به مدت دو دقیقه با دستگاه 

در دقیقه  33666ور محلول حاصل در دمای اتاق، به مدت ده دقیقه و با د

سانتریفیوژ شد. مایع روئی به آرامی برداشته شده و در میکروتیوپ های 

میکرومتر فیلتر گردید. مایع شفاف به دست  2/6فیلتر دار با فیلتر غشایی 

درجه سانتیگراد نگه داری شد.  -26آمده جهت آزمایشات بعدی در فریزر 

در طول موج   UVجهت تعیین غلظت ملیتین تخلیص شده، از روش 

nm216 ( و از دستگاه میکروپلیت اسپکتروفتومترMicro plate 

spectrophotometer Epoch, Biotek instruments, U.S.A )

 استفاده شد. 

 56جهت بررسی کیفیت زهر جمع آوری شده، مقداری از زهر در 

میکرولیتر آب مقطر تزریقی حل شده و سپس در ژل پلی آکریل آمید 

میلی آمپر الکتروفورز گردید.  26ساعت با جریان  3ر مدت زمان د  % 3555

به مدت یک شب صورت گرفته  R250رنگ آمیزی با کوماسی برلیانت بلو 

متانل انجام گردید. نتایج با  %36استیک اسید و  %36و رنگ بری ژل با 

 ,Gel Documentation System)سیستم مستندسازی ژل  

BioRad)  .ثبت گردید 

داسازی ملیتین از زهر زنبور عسل از تکنیک کروماتوگرافی مایع با جهت ج

 ,HPLC   (Knauer GmbHفاز معکوس، سیستم -کارایی بالا 

Germany)   و ستونC18  استفاده گردید. فاز متحرک شامل استو

تری فلوئورواستیک اسید به عنوان ماده اصلی  %6565نیتریل خالص حاوی 

 تری فلوئورواستیک اسید %6565ص حاوی ( و آب بسیار خالA)محلول 

(، به عنوان حلال فرعی بود. متد بکار رفته یک گرادینت خطی B)محلول 

(. قبل از تزریق نمونه به  3افزایش یابنده با محلول استونیتریل بود)جدول 

انجام گردید. سپس نمونه  Bسیستم، ابتدا متعادل سازی ستون با محلول 

ستون تزریق شده و متد در نظر گرفته شده میکرولیتر به  56در حجم 

به مدت  Bاعمال گردید. متد اعمال شده شامل شستشوی ستون با محلول 

دقیقه  5درصد،  66تا شیب غلظت  Aدقیقه اعمال محلول  55دقیقه،  5

درصد بود. در انتها ستون دوباره به  96تا شیب غلظت  Aاعمال محلول 

دید. در طی آزمایش پیک های متعادل گر Bدقیقه با محلول  5مدت 

 مشاهده شده جمع آوری گردیدند.
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اتمسفر توسط  6564و فشار  -C56°فراکشن های جمع آوری شده در دمای  

 24در مدت  Freeze Dryer (Christ, 2 alpha - Germany)دستگاه 

ساعت لیوفیلیزه شدند. خلوص ملیتین استخراج شده با روش الکتروفورز پلی 

( بررسی شد. فراکشن SDS-PAGEسدیم دودسیل سولفات )-اکریل آمید

و سپس با شرایط توضیح میکرولیتر آب مقطر تزریقی حل شده  56ملیتین در 

 .داده شده در قسمت قبلی الکتروفورز گردید

 

 جهت جداسازی ملیتین از زهر زنبور عسل HPLC:  متد 3جدول

 
 Escherichiaیه های استاندارد باکتری های مورد استفاده در این مطالعه سو

coli   ATCC 25922 ،Staphylococcus aureus ATCC 25923 ،

Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853  بودند. در تست آنتی

بیوگرام، برای تعیین خاصیت آنتی باکتریال ملیتین، از پروتکل بین المللی 

مک فارلند معادل  استفاده شد. بر اساس این پروتکل نیمه NCCLSاستاندارد 

CFU/ml  136× 355 است. باکتری های مورد نظر در محیط کشت مولر

کشت داده شدند. جهت خارج  34هینتون براث به مدت یک شب در دمای 

ساختن مواد محیط و فرآورده های ترشحی باکتری ها، سوسپانسیون باکتریایی 

دست آمده دقیقه سانتریفیوژ شدند. رسوب ب 5به مدت  4666RPMدر دور 

در سرم فیزیولوژی سوسپانسیونه شده و مجددا با شرایط قبلی سانتریفیوژ 

گردیدند. رسوب تمیز در سرم فیزیولوژی سوسپانسیونه شده و به عنوان 

سوسپانسیون غلیظ در تهیه نیم مک فارلند استفاده شد. جهت دقت بیشتر در 

زمایش با روش تهیه نیم مک فارلند، دانسیته اپتیک سوسپانسیون مورد آ

 ,CT-5000, Chrom TECHاسپکتروفوتومتری با دستگاه اسپکتروفتومتر )

Thailand 3/6نانومتر خوانده شد. دانسیته اپتیک بین  625( در طول موج- 

است. جهت کمی تر شدن تعداد باکتری  CFU/ml  136×  355معادل   61/6

رلند انتخاب جهت تهیه نیم مک فا 6569های تهیه شده، دانسیته اپتیک 

در چاهک  Microdilution brothروش  MICگردید. جهت بدست آوردن 

 366خانه بکار گرفته شد. غلظت ملیتین بکار رفته در چاهک اول  96های 

از سوسپانسیون به دست  MICمیکروگرم انتخاب گردید. جهت انجام تست 

یط کشت میکرولیتر برداشت گردید و با مح 36آمده باکتری در مرحله قبلی 

مولر هینتون براث به حجم یک میلی لیتر رسانده شد. در این حالت تعداد 

 366ابتدا در تمام چاهک ها  می باشد. CFU/ml   636×  355باکتری 

میکروگرم  366مولر هینتون براث ریخته شد. سپس میکرولیتر محیط کشت 

افه میکرولیتر مولر هینتون براث به چاهک اول اض 366ملیتین در حجم 

میکرولیتر از چاهک اول  366گردید. بعد از مخلوط کردن به کمک سمپلر 

برداشت شده و به چاهک دوم اضافه گردید. این عمل تا چاهک آخر به همین 

میکرولیتر نیز از چاهک آخر برداشت شده و دور  366صورت تکرار گردید. 

ها اضافه  ( به تمام چاهک355×536میکرولیتر باکتری ) 366ریخته شد. سپس 

 34ساعت در داخل انکوباتور در دمای  26تا  36شد. میکروپلیت به مدت 

مشاهده و ثبت شد. آخرین چاهک  MICانکوبه گردید. سپس نتیجه آزمایش 

شفاف به عنوان حداقل غلظت مهاری در نظر گرفته شد. جهت بدست آوردن 

مونه میکرولیتر ن 56حداقل غلظت کشندگی، از تمام چاهک ها ی شفاف 

 24به مدت   34برداشت شده و در محیط کشت مولر هینتون آگار در دمای 

ساعت کشت داده شدند. تعداد کلنی های رشد یافته شمارش شد و مقدار 

MBC  محاسبه گردید. حداقل غلظت کشندگی غلظتی است که در آن

 درصد باکتری ها از بین رفته باشند. 99/99

 

 یافته ها 
کیلودالتون  316الی   1/2ئین های زهر حدودا بین تطیف وزن مولکولی پرو

بود. نتیجه الکتروفورز نشان داد که پپتیدهای با وزن مولکولی کمتر شاخص 

بوده و بیشترین اجزای تشکیل دهنده زهر را تشکیل می دهند. فراکشن 

کیلو دالتون    1/2ملیتین بعد از تخلیص تقریبا خالص و تک باند درمحدوده  

 (.3بود )شکل  قرار گرفته

 
 

 

 

 

 

ونوم زنبور و ملیتین.  ملتین خالص شده با ملتین  SDS-PAGE: 3شکل

 ونوم زنبور قابل مقایسه است.
 

نانومتر  216و   234پس از اندازه گیری جذب خروجی ستون در طول موج 

فراکشن قابل تشخیص بود. فراکشن اصلی مربوط به ملیتین بود. این  26

از مساحت کل فراکشن ها را تشکیل داده بود. در  %1/53 "تقریبافراکشن 

خارج C18 دقیقه( ملیتین از ستون  4)معادل با  5/52تا   5/44حدود دقیقه  

درصد   5/44تا  5/42شد. این مدت زمان معادل درصد استونیتریل از میزان 

 (.2می باشد )شکل 

 
 از کل فراکشن ها را به خود اختصاص داده بود. % 4/53: کروماتوگرام زهر زنبور عسل. فراکشن ملیتین 2شکل

Solvent B Solvent A Flow rate Time 

100 0 1 0.00 

100 0 1 5.00 
40 60 1 65 
10 90 1 70 

100 0 1 75 
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و  Escherichia coli  ،Staphylococcus aureusرشد باکتری های 

Pseudomonas aeruginosa  5/32و  25/6،  39/6به ترتیب در 

،  Escherichia coli(. باکتری های 2میکروگرم ملیتین مهار شد)جدول 

Staphylococcus aureus  وPseudomonas aeruginosa  به

(. 2ملیتین مقاومت نشان دادند )جدول  >56و  25،  56/3ترتیب به 

نشان داد که در باکتری های مورد مطالعه،  MBC و MICمقایسه نتایج 

قدرت کشندگی ملیتین چهار برابر کمتر از قدرت مهاری آن است. نمودار 

 نشان داده شده است.  2در نمودار  MIC/MBCو  MIC  ،MBCنتایج 

 
 )ج(. MIC/MBC)ب( و نسبت  MIC ،MBC : نمودار نتایج)الف( 3شکل 

 

 

 MIC/MBCو نسبت  MIC  ،MBC: نتایج تست های 2جدول 

 سویه های مورد مطالعه
رد

)MIC نام باکتری کد سویه یف
µg) 

MBC(
µg) 

MIC/
MBC 

3 ATCC 

25922 
Escherichia coli 

39/6 56/3 25/6 

2 ATCC 

25923  
Staphylococcus 

aureus 
25/6 25 25/6 

3 ATCC 

27853  
Pseudomonas 

aeruginosa 
5/32 

بیش از 

56 
25/6 

 

 بحث

های بیمارستانی هم واره یکی از مشکلات عمده بهداشتی و درمانی بوده عفونت

و با افزایش مدت اقامت بیمار در بیمارستان موجب افزایش ابتلاء و مرگ و میر 

دهد. یکی های بیمارستانی را به شدت افزایش میها شده و هزینهاز این عفونت

واره یک بیماری کشنده  از عفونت های رایج بیمارستانی پریتونیت است که هم

به حساب می آمده است. در طول بیش از یک صد سال گذشته با شناخت 

دقیق باکتری ها و منشا میکروبی پریتونیت ها و بعد از آن کشف آنتی بیوتیک 

امروزه مقاومت های آنتی بوتیکی  (.21-36ها درمان پریتونیت دگرگون شد)

ن موضوع روز به روز در حال افزایش مشکلات بالینی زیادی را ایجاد کرده و ای

است. بنابراین جستجوی آنتی بیوتیک های جدید، به طوری که مقاومت 

 (. 33ژنتیکی در باکتری ها ایجاد نکنند، مورد توجه قرار گرفته است)

با توجه به تحقیقاتی که در دهه اخیر انجام شده، آنتی بیوتیک هایی با منبع 

بی مهرگان، مهره داران و سایر جانداران یافت  طبیعی از باکتری ها، گیاهان،

(. این مولکول ها پپتیدهایی هستند که در دفاع ذاتی سیستم 9-34شده است)

ایمنی دخالت داشته و جزء اصلی تشکیل دهنده سیستم دفاعی در برابر تعداد 

زیادی از میکروارگانیسم های زنده هستند. آنها در التهابات سپتیک و غیر 

 (. 34میم زخم و تنظیم سیستم ایمنی اکتسابی هم نقش دارند)سپتیک، تر

 RP-HPLCدر این تحقیق ملیتین از زهر زنبور عسل ایرانی با تکنیک 

جداسازی و جهت بررسی اثر ضد باکتریایی بر روی باکتری های اصلی ایجاد 

با توجه به اینکه پریتونیت باکتریال  کننده پریتونیت باکتریال بکار گرفته شد.

از مشکلات بالینی بعد از دیالیز صفاقی بوده و مقاومت باکتری های ایجاد 

کننده پریتونیت در برابر آنتی بیوتیک های رایج در حال افزایش بوده و آمار 

بیماری و مرگ و میر ناشی از آن قابل ملاحظه است، ایده استفاده از یک آنتی 

اکتریال در آزمایشگاه بیوتیک طبیعی مانند ملیتین جهت درمان پریتونیت ب

ونوم و توکسین، بخش بیوتکنولوژی انستیتو پاستور ایران مطرح گردید. در 

، یون و هم کاران با به کار گرفتن ملیتین  2633بررسی های  مشابه در سال 

(. در این مطالعه، پس از تخلیص ملیتین 26از پانکراتیت حاد جلوگیری کردند)

بسیار بالایی بدست آمد. مرحله اول این تحقیق  از ونوم زنبور، ملیتین با خلوص

استفاده  in vivoبود تا براساس نتایج آن در مطالعه  in vitroتست های 

گردد. باکتری های مورد بررسی، هر کدام نماینده مناسب از دسته گرم مثبت 

ها، گرم منفی ها و دسته فرصت طلب ها یعنی استافیلوکوکوس اورئوس، 

ودوموناس آئروژینوزا بودند. جهت استاندارد سازی مطالعه از اشرشیا کولای و س

 استفاده گردید.   ATCCسویه های استاندارد 

 Microdilution brothروش بررسی خواص آنتی باکتریال ملیتین تست 

، می NCCLSو  CLSIبود. در استاندارد های بین المللی آنتی بیوگرام مانند 

را به صورت مقایسه چشمی با محلول نیم توان تعداد باکتری مورد آزمایش 

McFarland   باکتری   355  ×136تهیه کرد که کدورت بدست آمده معادل با

  ×136در میلی لیتر است. روش دیگر جهت تهیه باکتری با تعداد معادل با  

است. دانسیته اپتیک  nm 625استفاده از اسپکتروفوتومتر در طول موج   355

معادل با این تعداد است.  این دامنه  61/6 -3/6بینسوسپانسیون باکتری 

باعث نیمه کمی بودن این روش شده و بر  3/6و  61/6وسیع بین دو عدد 

اساس آن نمی توان تعداد دقیقی از باکتری ها را بدست آورد. در این تحقیق 

 انتخاب گردید.   69/6جهت دقیق تر شدن تعداد باکتری ها دانسیته اپتیک 

ت آمده نشان داد که ملیتین می تواند بر هر سه نوع باکتری اثر نتایج بدس

تخریبی داشته و تعداد زیادی از آنها را نابود کند. اشرشیا کولای به عنوان یک 

باکتری گرم منفی دارای دو غشاء خارجی و داخلی از جنس فسفولیپید بوده و 

بر آن، از دیگر پیچیدگی زیادی ندارد. به همین دلیل اثر ضد باکتری ملیتین 

باکتری ها بیشتر بوده است. در نگاه اول به نظر می رسد که استافیلوکوکس 

اورئوس از دیگر باکتری ها نسبت به ملیتین مقاوم تر باشد اما مقاومت 

سودوموناس آئروژینوزا از استافیلوکوکس اورئوس بیشتر بود. دلیل این موضوع 

نفوذپذیری کم در اطراف باکتری  می تواند وجود لایه های پلی ساکاریدی با

 سودوموناس آئروژینوزا باشد. 

نتایج بدست آمده در این تحقیق، امید جهت کاربرد این پپتید را بیشتر 

ممکن است در آینده با مطالعات بیشتر بر روی باکتری های دیگر و کرده و 

در مدل های حیوانی، به صورت صنعتی وارد بازار دارویی شده و کمکی در 

ل معضل مقاومت های دارویی در درمان عفونت های باکتریال از جمله ح

 .پریتونیت داشته باشد
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