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Background: The main problems in antibiotic treatment are resistance to antibiotic and also the side effects of 
drug consumption. Therefore, after doing researches on the plants properties, humankind has attempted to use 
them in different industries. In this investigation the antimicrobial effects of ethanolic extracts of four therapeutic 
plants from Ardebil province include Nepeta nuda, Salvia verticilata, Nepeta crassifolia and Teocrium chamaedry 
subsp. syspirense, on three species of gram negative bacteria (Salmonella enteric, Escherichia coli, Pectobacterium 
carotovorum) were evaluated.
Material and Methods: An experimental study was conducted at in vitro conditions. After preparing ethanolic extract 
of mentioned plants by maceration method, the antimicrobial effect of outcome extracts from their aerial parts were 
investigated by two different methods: disk diffusion and well diffusion.
Results: The highest growth inhibition zone in E. coli, P. caratovorum, S. enterica bacteria at 800 mL/mg concentration 
in disk diffusion method (12, 12, 12 mm) at N. crassifolia, N. nuda, and N. crassifolia extracts and in well diffusion 
method (10, 12 and 11 mm) at S. verticilata, N. nuda and N. crassifolia extracts were seen respectively. 
Conclusion: It seems the different concentrations of extract and also bacterium type are influenced on growth 
inhibition zone. With increasing concentration, the inhibition zone is increased. In comparing to Gentamicin the 
extracts of mentioned plants had low effect on gram negative bacteria. 
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بررسی خواص ضد باکتریایی عصاره اتانولی چهار گیاه دارویی بومی استان 
اردبیل به دو روش انتشار دیسکی و چاهک
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گروه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران 

چكيده:
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سابقه و هدف: مسئله اصلی در درمان آنتی بیوتیکی، مقاومت به آن و همچنین عوارض جانبي مصرف دارو است. بنابراین، پس از انجام تحقیق ها روی خواص 
گیاهان، بشر اقدام به استفاده از آن ها در صنایع مختلف کرده است. در این پژوهش  آثارضدمیکروبی عصاره های اتانولی چهار گیاه دارویی از استان اردبیل شامل 
 (Salmonella enterica بر روی سه گونه باکتری گرم منفی Nepeta nuda ،Salvia verticilata ،Nepeta crassifolia ،Teocrium chamaedry subsp. syspirense

(Escherichia coli ,Pectobacterium carotovorum مورد ارزیابی شده است. 

مواد و روش کار: تحقیق به روش تجربی و in vitro انجام شد. متغییرهای آزمایش شامل نوع عصاره، غلظت های مختلف عصاره و سویه باکتری است. پس از تهیه 
عصاره اتانولی گیاهان مذکور  به روش مسراسیون، اثر ضد میکروبی عصاره های حاصل از اندام هوایی آن ها  به دو روش انتشار دیسکی (Disk diffusion)  و چاهک 

(Well diffusion)  بررسی شد.

یافته ها: بالاترین هاله بازدارنده رشد در باکتری های E. coli، P. caratovorum، S. enterica در غلظت mg/mL  800 به ترتیب در روش دیسک 12، 12، 12 میلی متر 
در عصاره های N. crassifolia، N. nuda و N. crassifolia و روش چاهک 10، 12 و 11 میلی متر در عصاره های S. verticilata، N. nuda و N. crassifolia مشاهده شد. 
نتیجه گیری: به نظر می رسد غلظت های مختلف عصاره و همچنین نوع باکتری در تشکیل هاله ی بازدارنده رشد تأثیرگذار باشند. با افزایش غلظت، قطر هاله افزایش 

می یابد. عصاره ی گیاهان مورد نظر در مقایسه با جنتامایسین تأثیر اندکی روی باکتری های گرم منفی داشتند.
واژگان کلیدی: خاصیت ضد باکتری، عصاره، انتشار دیسکی، انتشار چاهک، گیاه دارویی
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مقدمه:
مسئله و دغدغه در درمان آنتی بیوتیکی، مقاومت و پس  از آن عوارض جانبي دارو 
به  اقدام  بشر  گیاهان،  آثار  روی   تحقیق ها  انجام   از  پس  اساس،  این  بر  است. 
بهره گیری از آن ها در صنایع مختلف كرده است ]1[. اكثر داروهاي شیمیایي با تقلید از 
داروهاي گیاهي، اما به صورت مصنوعي، در آزمایشگاه های داروسازي تهیه می شوند. 
تخمین زده می شود دست كم یک سوم از  تمامی فرآورده های مورد مصرف، منشأ 
گیاهي دارند ]2[. امروزه استفاده از عصاره های گیاهی براي درمان كمکی عفونت های 

میکروبی، توجه بسیاري از پژوهشگران را به خود معطوف كرده است. اگرچه تاكنون 
اما  بررسی  شده اند،  یافتن مواد ضد میکروب  برای  از گیاهان عالی   زیادي  تعداد 
هیچ یک از تركیبات ضدمیکروب حاصل از آن ها قادر به رقابت با آنتی بیوتیک های 
ادامه  همچنان  ضدمیکروب  گیاهی  عوامل  یافتن  برای  جست وجو   و  نبوده  رایج 
دارد ]3[. براي رسیدن به چنین اهدافی در این پژوهش  آثار ضدمیکروبی عصاره های 
مختلف گیاهان Nepeta nuda )پونه  سای بی  كرک(، Salvia verticilata )مریم گلی 
 Teocrium chamaedry subsp. و  )پونه  سای(   Nepeta crassifolia بنفش(، 

مقاله پژوهشی
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syspirense )مریم نخودی( جمع  آوری شده از استان اردبیل ارزیابی  شده اند. 
جنس .Nepeta spp. L )نپتا( با نام فارسی پونه سا یا قطرم در ایران علاوه بر دو گونه 
مورد نظر در این مطالعه یعني N. nuda و N. crassifolia، تعداد 67 گونه گیاه علفي 
دیگرگونه های  ایران  هستند.  انحصاري  آن ها  اغلب  دارد كه  و چندساله  یک ساله 
قفقاز،  ماوراي  آناتولي،  آسیاي جنوب غربي، عراق،   ، ایران  تالش در  بر  آن علاوه 
افغانستان، آسیاي مركزي، تركمنستان، سوریه و پاكستان نیز می رویند ]4[. با مرور 
تحقیق هایی كه تاكنون روي جنس پونه سا )نپتا(  انجام شده است، ملاحظه می شود 
این جنس بیشتر حاوي تركیبب های فلاونوئیدي )از زیرگروه فلاون  ها(  است]5[. 
اشاره   دی ترپن  ها  و  فنل ها  ایریدوئیدها،  به  می توان  این جنس  دیگر  تركیب های  از 

كرد]6، 7[. 
مریم گلی بنفش (.Salvia verticilata L) از تیره نعناعیان، گیاهي پایا، سبز و  پوشیده 
از كرک كم پرز است ]8[. تركیبب های بسیاري از این گیاه جداسازي شده است كه از 
آن جمله می توان ترپنوئیدها و مشتقات فنلي را نام برد. مقادیر فراواني توكوفرول، 

اسید رزمارینیک و اسید آسکوربیک از  این گیاه به دست آمده است ]9، 10[.
و ویروس های  انگل ها  باكتری ها،  انتقال  براي  آلوده، وسیله ای  میوه و سبزی های 
بیماری زا هستند و باعث ایجاد بیماري در انسان و نیز افزایش شیوع بیماری های 
اشرشیاكلي  و   ]13[  S. enterica سالمونلا   .]12 می شوند]11،  غذا   از  قابل انتقال 
باكتری ها  شده اند.  جدا   سبزی ها  روي  از  كه  هستند  پاتوژن  هایي  ازجمله   E. col
این  و  باشند  داشته  نامطلوب  تأثیر  برداشت شده  سبزی های  كیفیت  بر  می توانند 
از: آلودگی، آسیب دیدگی  تأثیرگذاری از سه طریق كلي انجام می شود كه عبارتند 
شدید و پوسیدگی. بسیاری از افراد محصولات مصرفی را می شویند. رطوبت همراه 
اهمیت  سبزی ها  باكتریایی  بیماری های  گسترش  در  برداشت شده  محصول  با 
باكتری های  سیب زمینی,  بیماری زای  عوامل  مهم ترین  از  یکي  دارد ]14[.  زیادی 
مهم  ویژگی های  از  است.   Pectobacterium،(P. caratovorum) به جنس  وابسته 
آب  پر  و  نرم  بافت های  فراوان  تخریب  و  لهانیدن  قدرت  باكتری ها،  از  گروه   این 

 است و بیماري پوسیدگي نرم و ساق سیاه را در گیاهان به وجود می آورد ]15[.
 بسیاري از متابولیت  هاي ثانوي و عصاره های گیاهي داراي فعالیت زیستي متفاوت 
ازجمله خواص ضدمیکروبي  هستند]16[ كه باعث شده موضوع جایگزیني سموم 
با مواد طبیعي امن و دوست دار محیط زیست در مجامع علمي دنیا مطرح  شیمیایي 
هوایی  اندام  عصاره  بالقوه  كارآیی  تعیین  هدف  با  مطالعه  این  بنابراین،  شود ]17[. 

گیاهان ذكرشده براي مهار این باكتری های بیماری زا در سال 1394 انجام  شد.
روش کار:

تحقیق به روش تجربی و in vitro  انجام  شد. متغیرهای آزمایش شامل 4 نوع عصاره با 3 
 غلظت )200، 400 و 800 میلی گرم در میلی  لیتر( و 3 سویه باكتری  است. حلال  اتانول و 
دي متیل سولفوكساید (DMSO) از شركت مرک آلمان تهیه و سویه های میکروبی 
مورد نظر نیز از گروه میکروبیولوژی دانشکده علوم دانشگاه فردوسی مشهد تهیه  
  Nepeta nuda ، Salvia verticilata،Nepeta crassifolia شدند. اندام هوایی گیاهان
و Teocrium chamaedry subsp. syspirense  از رویشگاه های طبیعی آن واقع در 
استان اردبیل در مرحله گل دهی جمع آوری  شد. گیاهان مذكور در هرباریوم گروه 

شدند.  بایگانی  و  شناسایی  مشهد  فردوسی  دانشگاه  علوم  دانشکده  زیست شناسی 
بعد از خشک كردن در سایه از آن ها برای آزمایش ها استفاده شد. روي گیاه آسیاب 
شده عملیات عصاره  گیري به روش خیساندن، با حلال اتانول 70درصد انجام شد. 
به این ترتیب كه ابتدا پودر اندام هوایی گیاهان به مدت 24 ساعت در اتانول خیسانده 
تغلیظ شدند. همه  اواپراتور  با دستگاه روتاري  و شیک  شدند. عصاره های حاصل 
در  نور،  و  به هوا  نفوذ  استریل غیرقابل  آزمون در ظروف  انجام  زمان  تا  عصاره ها 

یخچال نگهداري شد.
 ،)PTCC1709( انتریکا  سالمونلا  منفی  گرم  باكتري  گونه  سه  مطالعه   این  در 
دانشکده  میکروبیولوژی  گروه  از  پکتوباكتریوم  و   )PTCC1399( اشریشیاكلي 
به طور  تست،  از  قبل  ساعت   24 در  و  شدند  تهیه  مشهد  فردوسی  دانشگاه  علوم 
برای  شدند.  داده  كشت   (MHA) آگار  هینتون  مولر  كشت  محیط  در  تازه 
دیسک  انتشار  روش های  از  مختلف  عصاره های  ضدمیکروبی  خاصیت  سنجش 
 كربی- بائر و روش چاهک استفاده شد. براي سنجش اثر ضد میکروبي از روش  هاي

دیسک  گذاري و چاهک  گذاري استفاده شد ]18[. در روش انتشار دیسکی، از كلنی 
24 ساعته هركدام از باكتری های كشت  شده مورد آزمایش در محیط كشت به كمک 
لوپ برداشته و در لوله آزمایش استریل حاوي 5 میلی لیتر سرم فیزیولوژي استریل  به 
طور كامل مخلوط  شد. سپس سوسپانسیون یکنواختی از باكتری های مورد آزمایش 
مشابه كدورت لوله استاندارد نیم مک فارلند تهیه شد. توسط سواپ روي محیط های 
تهیه دیسک های حاوي  برای  داده شد.  به صورت چمنی كشت  آگار  مولر هینتون 
عصاره 50 میکرولیتر از عصاره ها را كه در DMSO حل شده اند، روي دیسک های 
بلانک استریل اضافه و به مدت 2 ساعت زمان داده شد تا عصاره ها  به طور كامل 
مناسب  فواصل  به  پلیت  روي  دیسک ها  سپس  شوند.  كاغذي  دیسک های  جذب 
انکوبه  به مدت 18 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد  نمونه  ها  قرار داده شد و 
شدند ]19[. در روش چاهک هم از پلیت  هاي حاوي محیط كشت مولرهینتون آگار 
كه آغشته به میکروارگانیسم بودند، استفاده شد. توسط یک پیپت پاستور استریل كه 
مخصوص ایجاد چاهک است، یک گودي در محیط كشت ایجاد كرده و داخل هر 
چاهک با سمپلر 50 لاندا از عصاره ها به طور جداگانه قرار داده شد. سپس پلیت ها به 
مدت 24 ساعت در انکوباتور 37 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. عملیات مذكور 
در مورد هر نمونه دوبار تکرار  شد، پس  از آن میزان مناطق مهاري ارزیابی شد و 
بر اساس میلی متر محاسبه و سپس میانگین آن ها ثبت  شد]20[. از جنتامایسین 5 
میلی  گرم به عنوان كنترل مثبت و از DMSO به عنوان كنترل منفی استفاده شد.  
قدرت فعالیت به صورت مقابل تفسیر شده است: )+++( براي قطر هاله عدم رشد 
بیشتر از 11 میلی متر، )++( متوسط براي قطرهاي 10-8 میلی متر، )+( براي قطرهاي 

7-5 میلی متر و )-( عدم مهاركنندگی. 
یافته  ها:

در آزمایش های فوق از غلظت های 200، 400 و 800 میلی گرم بر میلی لیتر از عصاره 
استفاده شد. طبق یافته های به دست آمده در تیمار باكتري در روش انتشار چاهک، 
بیشترین قطر مهار رشد برای باكتری اشرشیاكلی در غلظت 800 میلی گرم بر میلی  لیتر 
توسط عصاره اتانولی S. verticilata و N. crassifolia به وجود آمد كه به ترتیب 11 
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كدنام علمیاستان
هر باریومی

 محل
نمونه برداری

ارتفاع از سطح دریا 
طول جغرافیایی )شرقی(عرض جغرافیایی )شمالی()متر(

48درجه34دقیقه38درجه28دقیقه1423نمینNepeta crassifolia6301اردبیل

37درجه 48دقیقه24درجه 38دقیقه2374گردنه حیرانTeocrium chamaedry6304اردبیل

46درجه17دقیقه38درجه12دقیقه1300مشکینSalvia verticilata6303اردبیل

47درجه 1دقیقه38درجه  23دقیقه315مشکینNepeta nuda L.6302اردبیل

مشخصات هرباریومی نمونه های جمع آوری شده
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چاهک
E.coliP. carotovorumS. enterica

جنتامایسین***28***25***27
دیسک

جنتامایسین***23***21***22

.800 mg/L 400 و mg/L ،200 mg/L قطر هاله مهار رشد باكتری ها توسط عصاره های اتانولی اندام هوایی گیاهان جمع آوری شده به روش انتشار چاهک در غلظت

.800 mg/L 400 و mg/L ،200 mg/L قطر هاله مهار رشد باكتری ها توسط عصاره های اتانولی اندام هوایی گیاهان جمع آوری شده به روش انتشار دیسکی در غلظت

200 mg/mLعصاره
E. coliP. carotovorumS. enterica

5+7+-N. nuda

8++-6+S. verticilata

8++7+8++N. crassifolia

-9++-T. chmaedrys

400 mg/mL

7+9++8++N. nuda

9++6+7+S. verticilata

9++7+8++N. crassifolia

-7++T. chmaedrys

800 mg/mL

9++12+++9++N. nuda

11+++9++10++S. verticilata

12+++11+++12+++N. crassifolia

-8++8++T. chmaedrys

200 mg/mLعصاره
E.coliP. carotovorumS. enterica

6+8++-N.nuda

9++-8++S. verticilata

7+9++9++N. crassifolia

-10++-T. chmaedrys

400 mg/mL

9++9++7+N.nuda

8++-8++S. verticilata

7+10++-N. crassifolia

-8++-T. chmaedrys

800 mg/mL

8++12+++8++N.nuda

10++8++10++S. verticilata

8++10++11+++N. crassifolia

-8++8++T. chmaedrys

*قطر هاله  عدم رشد: 11 میلی متر< )+++(

قطر هاله مهار رشد باكتری ها توسط جنتامایسین
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و 12 میلی متر  هستند. به طوری كه برای باكتری پکتوباكتریوم بالاترین قطر مهار 
رشد مربوط به گیاه N. nuda در غلظت 800 میلی گرم بر میلی لیتر و برابر با 12 
 میلی متر بود. همچنین در مورد باكتری سالمونلا انتریکا، عصاره به دست آمده از گیاه 
N. crassifolia دارای بیشترین قدرت مهاركنندگی در غلظت 800 میلی گرم بر 

میلی لیتر با قطر 12 میلی متر بود.
شد.  داده  اثر  باكتری ها  روی  نیز  دیسکی  انتشار  روش  با  اتانولی  عصاره   تمامی 
 10 با  برابر  اشرشیاكلی  باكتری  برای  رشد  عدم  هاله   بیشترین  به طوری كه 
 S. verticilata و   N. nuda از گیاهان  آمده  به دست  به عصاره  میلی متر مربوط 
وجود  به  میلی لیتر  بر  میلی گرم  و800   400 غلظت های  در  ترتیب  به  كه  بود 
به عصاره  مربوط  میلی متر   12 با  برابر  هاله  این  پکتوباكتریوم  در   آمد. همچنین 

N. nuda در غلظت 800 میلی گرم بر میلی لیتر و برای باكتری سالمونلا انتریکا 
به   N. crassifolia میلی لیتر عصاره  بر  میلی گرم  در غلظت 800  و  میلی متر   11

دست آمد.
بحث:

اقتصادي  مشکلات  همراه  به  غذا  از  ناشی  مسمومیت های  و  بیماری ها  افزایش 
و اجتماعی حاصل از آن سبب گسترش مطالعه ها در زمینه تولید غذاي سالم و 
به كارگیری تركیب های ضدمیکروبی جدید شده است. عطرمایه ها و عصاره های 
می توانند   كه  هستند  شناخته شده ای  ضدمیکروبی  آثار  داراي   گیاهان  از  حاصل 
برای كنترل و جلوگیري از رشد باكتری های پاتوژن و عامل فساد منتقله از مواد 
غذایی به جای نگاه دارنده های شیمیایی و ساختگی استفاده  شوند ]21[. متغیرهایي 
مانند اقلیم، دما، شرایط جغرافیایی و توپوگرافی محل رشد می توانند بر نتایج این 
تحقیق تأثیرگذار باشند. در پژوهشی تأثیر شرایط جغرافیایی و ارتفاع محل كشت 
بر میزان و نوع تركیب های گیاه، متفاوت گزارش  شده است و تأثیر عوامل موجود 

بر میزان تركیب های فنلی تایید شده است ]22[.
بر اساس مطالعه Cimanga و همکارانش  درصورتی كه قطر هاله عدم رشد برابر 
 15 10تا  بین  رشد  عدم  هاله  قطر  بسیار،  فعالیت  باشد  میلی متر   15 از  بیشتر  یا 
میلی متر نشان دهنده فعالیت متوسط و قطر هاله عدم رشد كمتر از 10 میلی متر 
نشان دهنده غیرفعال بودن عصاره است ]23[. از مجموع عصاره های مورد مطالعه 
پکتوباكتریوم،  باكتری  متوسط روی  فعالیت  با   N. nuda باكتری ها، عصاره  علیه 
عصاره  اشرشیاكلی،  باكتری  روی  متوسط  فعالیت  با  نیز   S. verticilata  عصاره 
 T. chmaedrys و  باكتری  نوع  سه  هر  روی  متوسط  فعالیت  با   N. crassifolia

به عنوان یک عصاره غیرفعال ارزیابی شد. 
در  و  مؤثراست  میکروبی  ضد  اثر  تأثیر  در  نیز  عصاره  متفاوت  غلظت های 
مطالعه های متعددی  با تغییر میزان غلظت عصاره،  آثار ضدمیکروبی گیاه تغییر 

كرده است ]19، 24[. بنابراین با كاهش غلظت عصاره،  اغلب از قطر هاله عدم 
رشد باكتری نیز كاسته می شود. كاظمی زاده و همکاران اظهار داشتند كه خواص 
ضد باكتریایي گونه های جنس Salvia L روي باكتری های گرم مثبت  آثار بهتري 
نشان می دهد ]25[، كه  به احتمال پایین بودن قطر هاله عدم رشد باكتری های 
تحقیقی،  در  است.  محققان  این  نظر  با  همسو  مریم گلی  عصاره  در  منفی  گرم 
 Bacillius subtilis باكتری  اثر مهاركنندگی روی  اتانولی مریم گلی هیچ  عصاره 
  P. aeruginosaباكتری های روی  ضعیفی  مهاركنندگی  اثر  درصورتی كه  نداشت، 
بوده  محققان  این  نتایج  با  همسو  ما  مطالعه  داشت ]26[.   S. aurous و   E. coli
و  آثار مهاركنندگی ضعیف تا متوسطی روی باكتری های اشرشیاكلی و سالمونلا 

مشاهده می كنیم. 
آثار  شد،  انجام   1391 سال  در  همکاران  و  گلشن  سوی  از  كه   تحقیقی  در 
ضدباكتریایی اسانس مریم نخودی طناز (T. chmaedrys) كه به وسیله روش انتشار 
استافیلوكوكوس  و  پرفریژنس  مثبت، كلستریدیوم  باكتري گرم  دو  دیسکی روي 
اورئوس و دو باكتري گرم منفی سالمونلا و اشریشیاكلی بررسی  شد نشان داد، 
اسانس گیاه  S. chlorolouca اثر ضدمیکروبی خوبی به ویژه روي باكتری های گرم 
 Staphylococcus و perfringens Clostrium از رشد باكتری های مثبت دارد و 
aureus جلوگیري می كند؛ اما تأثیری بر باكتری های گرم منفی نداردكه این امر 
باكتری ها نیست ]27[ كه  از  این دسته  لیپید در غشای سلولی  با وجود  بی ارتباط 
باكتری ها  بر عدم رشد  تأثیر بسزایی  بود و مریم نخودی  نیز مشهود  نتایج ما  در 
نداشت. در تحقیقی دیگر كه  از سوی علیشاهی و همکاران در سال 1384 انجام 
 Nepeta  نسبت به پونه  سا Salvia chloroleuca شد مشخص شد كه مریم گلی
fissa دارای قدرت مهاركنندگی بالایی در برابر باكتری اشرشیاكلی بود ]28[ كه با 

نتیجه ما درروش انتشار دیسکی همخوانی دارد.

نتیجه گیری:
به نظر می  رسد غلظت های مختلف عصاره و همچنین نوع باكتری در تشکیل هاله  
عدم رشد تأثیرگذار  هستند. با افزایش غلظت قطر هاله افزایش می یابد و عصاره  
گیاهان موردنظر تأثیر اندكی روی باكتری های گرم منفی نسبت به كنترل مثبت 
)جنتامایسین( دارد. با توجه به این كه شرایط اقلیمی و نوع عصاره بر نتیجه آزمایش 
تأثیرگذار  است بنابراین جمع آوری سایر اكوتیپ  های گیاهان مذكور و عصاره  گیری 

به روش های مختلف امری ضروری و كارآمد به نظر می رسد.
تشکر و قدردانی:

بدینوسیله از زحمات مهندس ظاهر بافکر كه در شناسایی و جمع آوری گونه های 
گیاهی  مرا یاری كردند كمال تشکر را دارم.

   تاثیر غلظت  های مختلف عصاره
N. crassifolia در مهار باكتری 

E. coli

  تاثیر غلظت  های مختلف عصاره
N. nuda در مهار باكتری 

P. carotovorum

  تاثیر غلظت  های مختلف عصاره
N. crassifolia در مهار باكتری 

S. enterica

قطر هاله مهار رشد باكتری ها توسط عصاره های اتانولی اندام هوایی گیاهان جمع آوری شده به روش انتشار دیسکی
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