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Hypothesis: In the past decades, the increasing resistance to antibiotics among 
some nosocomial infection pathogens has been one of the largest challenges 
of human health. One of the ways to reduce antibiotic resistance in bacteria 

is the combination use of cationic polymers with antibiotics. Poly(styrene-alt-maleic-
anhydride) (PSMA) is an alternative biodegradable copolymer which can react with 
bioactive agents such as alkyl amines through a ring-opening reaction. In this study, 
for the first time, the antibacterial activity of poly(styrene-alt-maleic-anhydride) 
(PSMA) conjugated with spermine (Spm-PSMA) and its influence on resistance 
of Enterococcus faecalis to ceftazidime and ciprofloxacin antibiotics have been 
investigated.
Methods: Spm-PSMA was synthesized by reaction of PSMA with spermine in the 
presence of triethylamine catalyst under argon atmosphere at room temperature 
and characterized by FTIR and DSC. The antibacterial activity of Spm-PSMA 
was evaluated against two nosocomial infective bacteria, Enterococcus faecalis  
(E. faecalis) and Acinetobacter baumannii (A. baumannii) by two-fold microdilution 
method. Its ability to reduce the resistance of E. faecalis to the ciprofloxacin (CP) and 
ceftazidime (CAZ) antibiotics, active oxygen species (ROS) levels and morphological 
changes in acidic conditions was evaluated. 
Findings: The glass transition temperature of Spm-PSMA (197°C) is higher than that 
of PSMA (164°C) due to intermolecular hydrogen bonding. Spm-PSMA reduces the 
growth of Gram-positive E. faecalis in a dose-independent manner, whereas it has 
no significant antibacterial activity against Gram-negative A. baumannii in acidic 
condition. E. faecalis susceptibility to ceftazidime and ciprofloxacin antibiotics 
is increased in the presence of Spm-PSMA at pH 5.5. The SEM results show that 
Spm-PSMA alone and in combination with antibiotics causes the transformation of 
E. faecalis cells from coccoid to coccobacilli shape. The results of this study show 
that Spm-PSMA is a biocompatible polymer with antibacterial activity and antibiotic 
sensitivity against E. faecalis bacteria.
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در دهه هاي اخير، افزايش مقاومت آنتي بيوتيكي در برخي از پاتوژن هاي عفونت زاي بيمارستاني 
به  باكتري ها  مقاومت  كاهش  راه كارهاي  از  است.  شده  انسان   سلامت  چالش هاي  بزرگ ترين  از 
آنتي بيوتيك ها استفاده هم زمان از آنتي بيوتيك ها با پليمرهاي كاتيوني است. پلي)استيرن-alt-مالئيك 
انيدريد( )PSMA(، كوپليمر زيست تخريب پذيری است كه مي تواند از راه بازشدن حلقه با عامل هاي 
زيست فعال مانند آلكيل آمين ها واكنش دهد. در اين پژوهش، براي اولين بار، فعاليت ضدميكروبی 
مزدوج پليمر PSMA-اسپرمين )Spm-PSMA( و اثر آن بر مقاومت باكتری انتروكوكوس فكاليس 
از   Spm-PSMA پليمر  مزدوج  بررسي شد.  و سيپروفلوكساسين  آنتي بيوتيك هاي سفتازيديم  به 
واكنش PSMA با اسپرمين در مجاورت كاتاليزور تري اتيل آمين زير جو آرگون در دماي محيط 
سنتز و شناسايي آن با استفاده از روش هاي زيرقرمز تبديل فوريه و گرماسنجي پويشي تفاضلي 
انجام شد. فعاليت ضدباكتری مزدوج پليمر Spm-PSMA عليه دو باكتري عفونت زاي بيمارستاني 
ارزيابي  برابر  دو  پي در پي  رقيق سازي  روش  با  بوماني  اسينتوباكتر  و  فكاليس   انتروكوكوس 
و  سيپروفلوكساسين  آنتی بيوتيك های  به   E. faecalis باكتری  مقاومت  كاهش  در  آن  قابليت  شد. 
اسيدی  شرايط  در  شكل شناسي  تغييرات  و   )ROS( فعال  اكسيژن  گونه هاي  ميزان  سفتازيديم، 
پيوندهای هيدروژني  به دليل تشكيل   )197°C)و  Spm-PSMA انتقال شيشه اي   ارزيابی شد. دماي 
پليمر  مزدوج  است.   )164°C( اوليه   PSMA شيشه اي  انتقال  دماي  از  بيشتر   بين مولكولی 
Spm-PSMA در شرايط اسيدي باعث كاهش رشد باكتري گرم مثبت انتروكوكوس فكاليس به طوری 
مستقل از غلظت شده و فاقد فعاليت ضدباكتری عليه باكتري گرم منفي اسينتوباكتر بوماني است. 
آنتي بيوتيك هاي سفتازيديم و سيپروفلوكساسين در  به  فكاليس  انتروكوكوس  باكتري  حساسيت 
مجاورت مزدوج پليمر Spm-PSMA و pH برابر 5/5 افزايش يافت. نتايج ميكروسكوپي الكتروني 
 Spm-PSMA پليمر  مزدوج  وجود  با  فكاليس  انتروكوكوس  باكتری  شكل  داد،  نشان   پويشي 
به تنهايي و هم زمان با آنتي بيوتيك ها از كوكسی به كوكوباسيل تغيير می يابد. نتايج اين پژوهش 
فعاليت ضدباكتری و حساسيت  با  پليمری زيست سازگار   Spm-PSMA پليمر  داد، مزدوج  نشان 

آنتي بيوتيكي عليه باكتری انتروكوكوس فكاليس است.
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مقدمه
برای  جدی  نگرانی  به  چنددارويی  مقاوم  پاتوژن های  بروز  افزايش 
تبديل شده است ]1[.  از جامعه  اكتسابی  بيمارستانی و  عفونت های 
طبق گزارش سازمان بهداشت جهانی )WHO( مقاومت ضدميكروب 
يكی از سه مشكل جدی سلامت انسان در جهان است ]2[. ظهور 
ضدميكروب  عوامل  به  روزافزون  نياز  مقاوم،  باكتری های  بی وقفه 
جديد كارآمدتر و با اثردهی بلندمدت را ايجاد كرده است. بسياری از 
عوامل ضدميكروب مرسوم تركيباتی با وزن مولكولی كم و اثردهی 
باكتری ها  در  مقاومت  ايجاد  باعث  به راحتی  كه  هستند  كوتاه مدت 
شيميايی،  پايداری  ضدميكروب  پليمرهای  حالی كه  در  می شوند. 
عوامل  به  نسبت  بهتری  ضدباكتری  فعاليت  و  بلند مدت  اثردهی 
داراي  پليمرهای  مثال،  به عنوان   .]3-5[ دارند  مرسوم  ضدميكروب 
زنجير  با  آمونيوم  چهارتايی  گروه  و  فنولی  هيدروكسيل  فسفونيم، 
بلند آلكيل به عنوان عوامل ضدباكتری فعال در پليمرها درنظر گرفته 
می شوند كه معمولاً در برابر محدوده گسترده اي از ميكروارگانيسم ها 
فعاليت ضدميكروب  برای  متعددی  ]6[. سازوكارهای  مؤثرند  بسيار 
پليمرها مطرح شده است، از جمله: 1- اتصال گروه های فعال موجود 
 -2 غشايی،  پروتئين های  آمين  و  تيول  گروه های  با  پليمر  در سطح 
 -3  ،)ompF و   ompC( خارجی  غشای  پورين های  مسدودكردن 
برهم كنش های الكتروستاتيک با بار منفی سطح سلول و 4- اختلال 
در يكپارچگی غشای پلاسمايی و نشت اجزای سيتوپلاسمی كه در 

نهايت به مرگ سلول منجر می شود ]7[.
دومحيط دوست پليمرهای  ضدميكروب،  پليمرهای  ميان   از 
از  برای  اميدواركننده  اي  گزينه هاي  سنتزي  كاتيونی   )amphiphilic( 
و  گزينش  پذيری  دليل  به  كه  هستند  بيمارستانی  عفونت های   بين بردن 
بهره وری زياد، قابليت كاهش مقاومت آنتی بيوتيكی داشته و خطرهاي 
برهم كنش های راه  از  پليمرها  اين  دارند.  كمی   زيست محيطی 
باكتری  سلول  سطح  غيراختصاصی،  چربی دوست  و  الكتروستاتيک   
را تخريب مي كنند و مانع توسعه مقاومت باكتری به آنتی بيوتيک های 
مرسوم می شوند ]8،9[. باقرصاد و همكاران براي توليد زخم پوش های 
پليمری ضدباكتری، پارچه های ابريشم صمغ گيری شده و صمغ گيری 
پلی وينيل  نانوالياف  با  بودند،  ضدباكتری  فعاليت  فاقد  كه  را  نشده 
الكل-سيپروفلوكساسين پوشش دادند. آن ها مشاهده كردند، پارچه های 
ابريشم همراه با نانوالياف فعاليت ضدباكتری دارند. فعاليت ضدباكتری 
پارچه های ابريشمی صمغ گيری شده دارای نانوالياف عليه باكتری گرم 
مثبت استافيلوكوكوس اورئوس و نه باكتری گرم منفی اشرشياكلی، مشابه 

پارچه های ابريشمی صمغ گيری نشده دارای نانوالياف است ]10[.
پپتيدها،  مثل  زيست مولكولی  داروهای  سيتوپلاسمی  دارورساني 

پروتئين ها و ژن ها به سلول های هدف چالش بسيار مهمی در اثربخشی 
جذب  فرايند  طی  دارد،  امكان  زيست مولكول ها  اين  داروهاست. 
به وسيله آنزيم های مختلف تخريب شوند و در نتيجه خاصيت درمانی 
خود را از دست دهند. مزدوج های پليمر-دارو جزئی از سامانه های 
دارورسانی هستند كه از پليمرهای حامل برای بهبود عملكرد دارو يا 

عامل فعال استفاده می شود. 
برخلاف سامانه هايی كه دارو به طور فيزيكی به وسيله حامل محصور 
كووالانسی  شكل  به  دارو  پليمر-دارو،  مزدوج های  در  است،  شده 
 .]11[ می شود  متصل  پليمر  به  زيست تخريب پذير  پيوندهای  راه  از 
و  دارو  غلظت  كنترل  به  می توان  پليمر-دارو  مزدوج های  مزايای  از 
مدت  زيست سازگاری،  مانند جذب،  مدنظر  داروی  تقويت خواص 
زمان عمل، ايمنی، انحلال پذيري و پايداری آن ها اشاره كرد ]12،13[. 
مواد  به  تخريب  بدن،  داخل  زيست سازگاری  دليل  به  پلی انيدريد ها 
بسيار  دارورسانی  فناوري  در  بدن  از  آن ها  راحت  دفع  و  غيرسمی 
 )PSMA( انيدريد(  پلي)استيرن-alt-مالئيک   .]14[ هستند  سودمند 
كوپليمر سنتزي با خواص شيميايی و زيستي شايان توجه است كه 
سنتز آن با استفاده از روش كوپليمرشدن راديكالی انجام مي شود. از 
ويژگی های اصلی اين پليمر می توان به ظاهر شفاف، مقاومت در برابر 
دمای زياد، پايداری ساختاری و فعاليت ويژه گروه های انيدريد اشاره 
می توانند   PSMA پليمر  در  انيدريد  عامل  دار  گروه های   .]15[ كرد 
آبكافت،  تيواستري شدن،  استري شدن،  آميدداركردن،  واكنش هاي  از 
واكنش  قوی  هسته دوست   گروه های  با  ايميددارشدن  و  آب زدايي 
دهند ]16[. نواحی آب گريز كوپليمر PSMA نقش مهمی در نفوذ آن 
در دولايه غشاهای سلولی دارد و ناحيه آب دوست آن موجب تسريع 
اتصال و ورود مزدوج پليمر-دارو به سلول می شود ]17[. اين پليمرها 
آب دوست هستند، اما واكنش با آلكيل آمين موجب آب گريزی و در 
نتيجه ورود آن ها به غشاي سلولی می شود ]18[. كوپليمرهای مالئيک 
ساختار  آب،  در  انحلال پذيري  زيست سازگاری،  دليل  به  انيدريد 
مناسب و تغيير توازن آب دوستی-آب گريزی با انتخاب كومونومري 
و  پزشكی  زمينه های  در  كوپليمر  روی  اضافی  واكنش های  مناسب 
PSMA و  قابليت  بر  دارويی كاربرد دارند ]19[. گزارش هايي مبنی 
مشتقات آن در انتقال دارو ]22-20[ و نوكلئيک اسيدها ]23[، تقويت 
ايمنی در حيوانات ميزبان ]24[، مهار  ويروس نقص ايمنی بدن انسان 
نوع HIV-1( 1( ]25[ و كاهش حركت اسپرم ارائه شده است ]26[. 
است،  كمی  ضدباكتری  فعاليت  دارای   PSMA داد،  نشان  مطالعات 
مانند مشتقات  فعال،  تركيبات  از  برخی  با  تركيب  آن در  اما سميت 
اتصال  مثال،  به عنوان  می يابد.  افزايش  فنولی  استرهای  و  آلدهيد 
راه  از   PSMA به  يا هيدروكسيل  آمين  مانند گروه های  فعال  عوامل 
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 PSMA واكنش های حلقه باز به توليد تركيبات پليمری فعال، مانند
ضدباكتری  فعاليت  دارای  كه  می شود  منجر  4-آمينوفنول  با  مزدوج 
اورئوس  استافيلوكوكوس  و   )E. coli( اشرشياكلی  باكتری های  عليه 

)S. aureus( است ]27[.
مشابه های  و  اسپرمين(  و  اسپرميدين  )پوترسين،  پلی آمين ها 
ضدانگل،  ضدسرطان،  جمله  از  متنوع،  زيستي  فعاليت های  آن ها 
در  مهمی  نقش  آن ها   .]28[ دارند  ضدميكروب  و  ضداندوتوكسين 
در  نيز  و  آنزيم ها  فعاليت   ترجمه،  رونويسی،   ،DNA همانندسازی 
غشای  پورين  كانال های  مسدودكردن  با  غشا  نفوذ پذيری  كنترل 
كاهش  باعث  پروتئين  سنتز  مهار  راه  از  پلی آمين ها  دارند.  خارجی 
رشد ميكروارگانيسم های مختلف به طور عمده باكتری های گرم مثبت 
تنهايی  به   )SPM( اسپرمين  است،  شده  مشخص   .]29[ می شوند 
حساسيت  بر  متفاوت  اثرهاي  و  است  ضدميكروب  فعاليت  فاقد 
 .]30[ دارد  آنتی بيوتيک ها  از  برخی  به  نسبت  ميكروارگانيسم ها 
باكتری های  حساسيت  اسپرميدين  و   )exogene( برون زا   اسپرمين 
كلرامفنيكل  و  بتالاكتام   آنتی بيوتيک های  به   E. coli و   S. aureus

باكتری  مقاومت  افزايش  باعث  حالی كه  در  می دهد.  افزايش  را 
سودوموناس آئروژينوزا )P. aeruginosa( نسبت به آنتی بيوتيک های 
پلی ميكسين B و سيپروفلوكساسين می شوند ]31[. مشابه های پلی آمين 
سنتزي، نفوذپذيری غشای خارجی باكتری P. aeruginosa را از راه 
اختلال در يكپارچگی ليپوپلی ساكاريد )LPS( غشاي باكتری افزايش 
می دهند و سبب افزايش حساسيت P. aeruginosa به آنتی بيوتيک های 
آب گريز می شوند ]30[. گزارش هايي مبنی بر افزايش سميت برخی 
از آنتی بيوتيک ها در استفاده هم زمان آن ها با پليمرهای ضدميكروب 
وجود دارد. خليل و همكاران نشان دادند، پلی اتيلن ايمين )PEI( به 
تنهايی قابليت مهار رشد باكتری P. aeruginosa را ندارد، اما حساسيت 
و  آمپی سيلين  سفتازيديم،  آنتی بيوتيک های  به  نسبت  را  باكتری  اين 

نووبيوسين افزايش می دهد ]32[.
 )Spm-PSMA( اسپرمين-PSMA در پژوهش حاضر، مزدوج پليمر
از واكنش PSMA با اسپرمين در مجاورت كاتاليزور تري اتيل آمين زير 
جو آرگون در دماي محيط سنتز شد. اسپرمين، پلي آميني است كه در 
اسپرمين،  آمين  گروه هاي  دارد.  وجود  آمين  عامل  چهار  آن  ساختار 
نه تنها در اتصال آن به گروه هاي انيدريد پليمر PSMA نقش دارند، 
بلكه در شرايط اسيدي پروتون دار شده و موجب اتصال مزدوج پليمر 
باكتري ها  سطح  بر  موجود  منفي  بار  با  گروه هاي  به   Spm-PSMA 

مي  شوند. اسپرمين به تنهايي فاقد فعاليت ضدميكروب در محيط اسيدی 
است. گزارش هايي مبني بر قابليت آن در افزايش حساسيت ميكروارگانيسم ها 
پژوهش،  اين  در   .]30[ دارد  وجود  آنتي بيوتيک ها  از  برخي  به   نسبت 

عليه   Spm-PSMA مزدوج  ضدباكتری  فعاليت  بار،  اولين   برای 
انتروكوكوس  و   )A. baumannii( بومانی  اسينتوباكتر  بالينی  سويه های 
باكتری  مقاومت  كاهش  در  آن  قابليت  و   )E. faecalis(  فكاليس 
E. faecalis به آنتی بيوتيک های سيپروفلوكساسين )CP( و سفتازيديم 

)CAZ( در شرايط اسيدی ارزيابی شده است.

تجربی

مواد
فكاليس  انتروكوكوكس  مثبت  گرم  باكتری های  بالينی  سويه های 
 ،)A. baumannii( بومانی  اسينتوباكتر  منفی  گرم  و   )E .faecalis(
آزمايشگاه  از  بيمارستانی،  مهم  بيماری زای  باكتری  دو  به عنوان 
شد.  تهيه  مشهد  )عج(  قائم  بيمارستان  ميكروبيولوژی  تحقيقات 
 ،)NB( مغذی  آبگوشت  كشت  محيط   ،)99%  ،TEA( تری اتيل آمين 
 محيط كشت جامد آگار )NA(، آنتی بيوتيک های سفتازيديم )CAZ( و 

سيپروفلوكساسين )CP( از شركت Merck آلمان خريداری شدند.
'2،'7-دی كلروفلوئورسئين دی استات )DCFH-DA(، پلي)استيرن-

-N،N ،315/000 g/mol با وزن مولكولی ،PSMA،)مالئيک انيدريد
Sigma-99/8( و اسپرمين )%97( از شركت% ،DMF( دی متيل فرماميد

Aldrich تهيه شدند.

دستگاهها
 ،4300s مدل   Shimadzu طيف نورسنج  انجمادی،  خشک كن 
مدل   Mettler Toledoو  (DSC( تفاضلي  پويشي  گرماوزن سنج 
Bio Tek- مدل BioTek ساخت ELISA Reader دستگاه ،DSC822e

طيف فلوئورسنج   ،4300S مدل   Shimadzu طيف نورسنج   ،ELx800

Quorum Tech-)و Sputter coater دستگاه ،RF-1501 مدل Shimadzu

 )SEM( الكتروني پويشي nologies) مدل SC7620 و ميكروسكوپ 

مدل LEO 1450VP به  كار گرفته شد. 

روشها
)Spm-PSMA(اسپرمين-PSMAسنتزوشناساییمزدوجپليمر

ابتدا mg 60/0 از PSMA در mL 3/0 حلال  DMF خشک حل شد. 
سپس، به محلول حاصل mg 600/0 اسپرمين و mL 0/3 كاتاليزور 
TEA اضافه و به مدت h 24 زير جو آرگون در دمای محيط همزده 

مزبور  محلول   ،)15/0  mL )حدود  مقطر  آب  افزودن  از  پس  شد. 
به مدت min 30 در دمای محيط فراصوت دهي شد. سپس، محلول به 
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كيسه دياليز 12-دالتون منتقل و عمليات دياليز به مدت سه روز متوالی 
 48 h در آب يون زدوده انجام شد ]23[. محصول كيسه دياليز به مدت
به وسيله خشک كن انجمادی خشک شد. Spm-PSMA سنتز شده با 
روش های طيف سنجي زيرقرمز تبديل فوريه )FTIR( و گرماسنجي 
از   KBr قرص  تهيه  از  پس  شد.  بررسي   )DSC( تفاضلی   پويشي 
 Spm-PSMA، طيف FTIR آن در محدوده جذب cm-1 4000-400 با 

انتقال شيشه اي  دمای  تعيين  براي  ثبت شد.  از طيف نورسنج   استفاده 
Spm-PSMA از دستگاه DSC در محدوده دمايی C°0 تا C°400 با سرعت 

 pH در Spm-PSMA و°10 استفاده شد. از آنجا كه مزدوجC/min گرما دهی
خنثی و بازی حل نشد، محلول ذخيره آن )mg/mL 1( در pH اسيدی 

)5/5 و 6/5( تهيه شد. 

بررسيفعاليتضدباکتری
براي بررسي فعاليت ضدباكتری مزدوج Spm-PSMA عليه باكتری های 
E. faecalis و A. baumannii در محيط اسيدي، ابتدا منحني رشد هر 

pH های مختلف  NB در  مزبور در محيط كشت  باكتري هاي  از  يک 
)7/5-3/5( و دماي C°37 به دست آمد. با توجه به عدم  رشد و كاهش 
رشد باكتري ها، به ترتيب در pH های 3/5 و 4/5 و انحلال ناپذيري پليمر 
در pH خنثی، فعاليت ضدباكتری پليمر در pH های 5/5 و 6/5 بررسی 
 Spm-PSMA 50-12/5 مزدوج μg/mL شد. بدين منظور، غلظت هاي
به روش رقيق سازي پي در  پي دو برابر در pHهای 5/5 و 6/5 تهيه شد. 
حجم مشخصي از تعليق سلولي باكتري ها در فاز لگاريتمی، به هر يک 
از غلظت هاي پليمر اضافه شد و mL 150 از هر يک از مخلوط هاي 
مزبور به چاهک هاي ظروف كشت 96 خانه ای منتقل شد، به طوري 
كه چگالي سلول در هر چاهک برابر با CFU/mL 106×3 شد. محيط 
كشت NB داراي سلول و بدون Spm-PSMA به عنوان كنترل مثبت 
 ،PSMA و  اسپرمين  ضدباكتری  فعاليت  بررسي  براي  شد.  استفاده 
 PSMA داراي سلول و مقادير مختلف از اسپرمين و NB محيط كشت 
كنترل  به  عنوان   Spm-PSMA مزدوج  مختلف  غلظت هاي  با  معادل 
درنظر گرفته شدند. در نهايت، ظروف كشت 96 خانه ای در لرزاننده 
انكوباتور )rpm 120 و C°37( به مدت h 20 نگه داري شدند و مقدار 
 ELISA با استفاده از دستگاه )OD630( 630 nm جذب در طول موج
READERوBioTek با فاصله زماني h 2 اندازه گيري شد. از آنجا كه 

 6/5 برابر   pH از  بيشتر   5/5 برابر   pH در  پليمر  فعاليت ضدباكتری 
 است و به دليل نبود اثر شايان توجه Spm-PSMA بر رشد باكتري 
A. baumannii، ساير آزمون ها روي باكتري E. faecalis در pH برابر 5/5 

انجام شد. فعاليت ضدباكتری آنتي بيوتيک هاي CAZ و(μg/mL 64-8( و 
 A. Baumannii و E. faecalis 64-8( عليه باكتری های μg/mL) و CP

نيز با روش رقيق سازي پي درپي دو برابر در pH برابر 5/5 بررسی شد. 
برای تعيين اثر Spm-PSMA بر فعاليت ضدباكتری آنتی بيوتيک های 
 CP 32( يا μg/mL) و CAZ با E .faecalis نام برده، سلول های باكتری
به مدت   )12/5  μg/mL) و   Spm-PSMA نبود  و  بود  در   )8  μg/mL) و 

 10 و h 20 عمل آوري شدند و رشد سلول ها طبق روش پيش گفته 
اندازه گيری شد. محيط كشت NB داراي سلول و بدونSpm-PSMA و 
آنتی بيوتيک ها به عنوان كنترل مثبت استفاده شد. فعاليت ضدباكتری به 
شكل ميانگين درصد مهار رشد )%GI( نسبت به رشد كنترل مثبت 

بيان شد. در هر غلظت، %GI با توجه به معادله )1( محاسبه شد:

)100
control positive foDO

)s(agent  ialantibacter fo presence at theDO100(%IG  

  

    

   

630

630 ×−=

 )1(

)ROS(اندازهگيریگونههاياکسيژنفعال
 DCFH-DA از كاونده با استفاده   E. faecalis باكتري توليد ROS در 
عبور  سلول  غشاي  از  به راحتي   DCFH-DA كاونده  شد.  تعيين 
استيل زدايي  سلولی  استراز  به وسيله  و  مي شود  سلول  وارد  مي كند، 
دی كلروفلوئورسئين  تركيب   ،ROS با  واكنش  در  سپس،  مي شود. 
آن  فلوئورسان  شدت  كه  مي كند  توليد  سبز  فلوئورسان  با   )DCF( 
 108 CFU/mL ،با طيف فلوئورسنج اندازه گيری مي شود. در اين آزمون 
از سلول هاي فاز لگاريتمي با DCFH-DA و(μM 10( مخلوط شد و 
 DCFH-DA حذف  براي  شد.  نگه داري   37°C در   30  min به مدت 
 اضافي، سلول ها دو بار با PBS شسته شدند. سپس، عمل آوري سلول ها 
پس  انجام شد.   5/5 برابر   pH در   )12/5  μg/mL)و  Spm-PSMA با 
از h 16 نگه داري در لرزاننده انكوباتور )rpm 120 و C°37(، مقدار 
 نشر DCF توليد شده در محلول رويی )طول موج های برانگيختگي 
nm 488 و انتشار nm 525( با استفاده از طيف فلوئورسنج اندازه گيری شد.

)SEM(ميکروسکوپالکترونیپویشي
براي بررسی اثر Spm-PSMA در بود و نبود آنتي بيوتيک هاي CAZ و 
الكترونی  ميكروسكوپ  از   E. faecalis باكتری  بر شكل شناسي   CP  

باكتری  سلول های  خلاصه،  به طور  شد.  استفاده   )SEM(  پويشي 
 Spm-PSMA8( با μg/mL)و CP 32( يا μg/mL) و CAZ با E. faecalis

 و (μg/mL 12/5( و بدون آن در pH 5/5 عمل آوري شدند.سلول های 

از  پس  شدند.  گرفته  درنظر  مثبت  كنترل  به عنوان   عمل آوري نشده 
با سرعت  با روش مركزگريزي  C°37، سلول ها  نگه داري در   16 h
 )PBS( 8000 جمع آوری شده و سه مرتبه با بافر فسفات نمكی rpm

شسته شدند. سپس، سلول ها در تثبيت كننده اوليه داراي گلوتارآلدهيد 
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)%2/5( و بافر سديم كاكوديلات )M 0/1( به مدت h 6-4 نگه داري 
 ،)0/1 M( شدند. پس از سه مرتبه شست وشو با بافر سديم كاكوديلات
به مدت min 90 در بافر تثبيت كننده ثانويه داراي اسميم تتراكسيد 1% 
بافر كاكوديلات سديم  با  سه مرتبه شست وشو   قرار گرفتند. مجدداً 
آن ها  قرارگرفتن  با  نمونه ها  آب گيري  سپس،  شد.  انجام   )0/1  M(
اتانول 30، 50، 70، 80، 90 و %100 انجام شد. پس از  به ترتيب در 
 Sputter coater خشک شدن سلول ها در دماي محيط، نمونه ها با دستگاه 
با لايه نازكي از آلياژ طلا و پالاديم پوشانده شدند و تصويربرداري با 

SEM انجام شد.

 
تحليلدادهها

درصد مهار رشد باكتری در عمل آوري های مختلف نسبت به كنترل 
مثبت )عمل آوری نشده( محاسبه شد. تمام آزمون ها حداقل سه مرتبه 
پراكندگی خطای  ميانگين و شاخص  تكرار شدند. شاخص مركزی 
معيار ميانگين از نرم افزار SPSS به دست آمد. ميانگين ها با استفاده از 
آزمون های واريانس يک طرفي )ANOVA( و Tukey تجزيه و تحليل 

شدند. سطح معنی داری، p> 0/05 معنی دار درنظر گرفته شد.

نتایجوبحث

انيدرید(-اسپرمين پلي)استيرن-alt-مالئيك مزدوج شناسایی
Spm-PSMA

مزدوج Spm-PSMA از واكنش اسپرمين با PSMA سنتز شد )طرح 1(. 
شكل 1، مقايسه طيف FTIR مزدوج Spm-PSMA و PSMA اوليه 
 3349  cm-1 ناحيه  در  ظاهرشده  پهن  پيک هاي  می دهد.  نشان  را 
آميدي،   H-N و  اسيدي   O-H كششی  ارتعاش  گروه هاي  به  مربوط 
 C-H 2943 مربوط به ارتعاش كششی گروه cm-1 در نواحی 2876 و 
 آليفاتيک، در ناحيه cm-1 1678 مربوط به گروه هاي C=O اسيدي و 
H-N آميدي، در ناحيه 1597 و cm-1 1206 مربوط به ارتعاش خمشی 

 1043 cm-1 اسيدي و در ناحيه C-O آميدي و كششی N-H گروه هاي
 ،PSMA ،آميني است. پليمر پايه N-C مربوط به ارتعاش كششی گروه
دارای پيک های cm-1 1730 تا cm-1 1860 مربوط به ارتعاش كششی 
Spm-PS- مزدوج FTIR كربونيل در حلقه انيدريدی است. در طيف 
MA، پيک های دوتايی در cm-1 1778 و cm-1 1860 مربوط به گروه های 

كربونيل حلقه انيدريدی كاملًا حذف شده و به ناحيه cm-1 1678جابه جا 
شده اند كه به جذب های كربونيل در آميد و اسيد مربوط هستند. 

همچنين، پيک های پهن در ناحيه cm-1 2400 تا cm-1 3400 مشاهده 

می شود كه مربوط به ارتعاش های كششی O-H و N-H است. عدد 
موجی نيز به cm-1 3349 تغيير پيدا كرده و سطح زير پيک محصول 
در  كه  همان طور   .]27،33[ است  يافته  افزايش  پايه  پليمر  به  نسبت 
طيف ها مشاهده می شود، احتمال هم پوشانی اين پيک ها وجود دارد. 
شرايط خاص  دليل  به  اوليه   PSMA آبكافت  و  آب  احتمال جذب 
نواحی  بسيار كم است و  انجام واكنش زير جو آرگون  نگه داری و 
بنزنی  حلقه  هيدروژنی  پيوندهای  به  می تواند  پيک  در  شده  ظاهر 

مربوط باشد.
داده های  شد.  انجام   DSC از  استفاده  با  نمونه ها  گرمايي  بررسی 
به   ،Spm-PSMA PSMA و  انتقال شيشه اي  داد، دمای  نشان   DSC

ترتيب، حدود 164 و C°197 است )شكل 2(. دمای انتقال شيشه ای 
پليمرها به ساختار شيميايی پليمر، وزن مولكولی، توالی پيوند كربن-

پلي )استيرن- واكنش  از  PSMA-اسپرمين  مزدوج  سنتز   -1 طرح 
و  تري اتيل آمين  كاتاليزور  مجاورت  در  اسپرمين  با  انيدريد(  مالئيک 

حلال دی متيل فرماميد.

مزدوج  و  انيدريد(  پلي)استيرن-alt-مالئيک   FTIR طيف   -1 شكل 
پليمر PSMA-اسپرمين.
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آليفاتيک و پيوند هيدروژنی  كربن و بلندی زنجير گروه های جانبی 
 بستگی دارد كه تمام اين عوامل در حال رقابت با يكديگرند. درواقع، 
هر چه حجم آزاد پليمر كاهش پيدا كند، تحرک زنجيرها كمتر می شود و 
دمای بيشتری نياز است تا انرژی لازم براي حركت زنجيرها فراهم 

شود ]33،34[. 

فعاليتضدباکتری
 A. baumannii و E. faecalis شكل 3، نشانگر منحنی رشد باكتری های
 pH های مختلف )7/5-3/5( است. نتايج حاصل از بررسی اثر pH در
 pH بر رشد باكتری های مزبور نشانگر عدم رشد هر دو باكتری در
تأخير  و   E. faecalis باكتری  ملاحظه  قابل  رشد  كاهش   ،3/5 برابر 
رشد باكتری A. baumannii در pH برابر 4/5 نسبت به 7/5 است. 
 pH های 5/5 و 6/5 مشابه رشد آن ها در pH رشد هر دو باكتری در
مزدوج  انحلال ناپذيري  و  رشد  منحنی  به  توجه  با  است.   7/5 برابر 
Spm-PSMA در pH برابر 7/5، فعاليت ضدباكتری پليمر در pHهای 

5/5 و 6/5 ارزيابی شد. نتايج سنجش فعاليت ضدميكروب نشان داد، 

 A. baumannii قابليت مهار رشد باكتری Spm-PSMA پليمر مزدوج
را در محيط اسيدی ندارد، در حالی كه رشد باكتری E. faecalis در 
مجاورت پليمر و در pH های 5/5 و 6/5، به ترتيب، 36 و %21 كاهش 
الكتروستاتيک و  برهم كنش های  نقش  بر  مبنی  می يابد. گزارش هايي 
شده  ارائه  باكتری ها  و  ضدباكتری  عوامل  بين  هيدورژنی  پيوندهای 
آن ها  اول  آمين  تعداد گروه های  به  پلی آمين ها  اثر ضدباكتری  است. 
وابسته است. اسپرمين به مقدار زيادی در pH های فيزيولوژی و اسيدی 
 پروتون دار می شود و دارای چهار بار مثبت )4+( است كه می تواند با 
مولكول های با بار منفی از راه برهم كنش های الكتروستاتيک ارتباط برقرار 
كند ]35[. همچنين، اسپرمين می تواند به 16S rRNA زيرواحد كوچک 
 )misreading( افزايش بدخوانی ريبوزوم )30S( متصل شود و باعث 
رمزهای ژنتيكی شود، جذب پتاسيم را القا كرده و رگولون SigB را 
با يون ها و گروه های فسفات كمپلكس های سه گانه  خاموش كند و 
تشكيل دهد ]39-36[. آهن عنصر ضروری برای رشد باكتری است 

 شكل 2- دمانگاشت DSC: )الف( پلي)استيرن-alt-مالئيک انيدريد( و 
)ب( مزدوج PSMA-اسپرمين. 

اسينتوباكتر  گرم-منفي  )الف(  باكتری های:  رشد  منحنی   -3 شكل 
بوماني و )ب( گرم-مثبت انتروكوكوس فكاليس در pH های مختلف 

.)3/5–7/5(

            )الف(  

          )ب( 

            )الف(  

          )ب( 



مجله علمی ـ پژوهشی، علوم و تکنولوژی پلیمر، سال سی ویکم، شماره 1، فروردین - اردیبهشت 1397 22

پلي)استیرن-alt-مالئیكانیدريد(مزدوجبااسپرمین:سنتز،فعالیتضدباکتریوحساسیتآنتیبیوتیکی

مجلهعلمیـپژوهشی،علوموتکنولوژیپلیمر،سالسیويکم،شماره1،فروردين-ارديبهشت1397

جلیلجاودانیبافکروهمکاران

22

كه در فرايندهای متابوليكی زيادی از جمله متابوليسم مركزی و تنفس 
سلولی درگير است ]40[. جذب آهن به وسيله اسپرمين سبب نقص 
 Spm-PSMA در توليد انرژی و انتقال الكترون می شود ]41[. مزدوج 
مثبت  گرم  باكتری  رشد  كاهش  باعث  پژوهش،  اين  در  شده   سنتز 
غلظت  محدوده  در  غلظت  به  غيروابسته  صورت  به   E. faecalis 

μg/mL 50- 12/5 در pH اسيدی مي شود و فاقد فعاليت ضدباكتری 

تأييدی  مشاهده  اين  است.   A. baumannii منفی  گرم  باكتری   عليه 
بر مطالعات پيشين است كه نشان داده بودند، فعاليت ضدباكتری اسپرمين 

عليه باكتری های گرم مثبت بيشتر از باكتری های گرم منفی است ]42[.
منفی  گرم  باكتري هاي  حساسيت  در  شده  مشاهده   اختلاف 
 Spm-PSMA مزدوج  به   E. faecalis مثبت  گرم  و   A. baumannii 

باشد.  باكتري ها  سلولي  پوشش  در  تفاوت  دليل  به  مي تواند 
و  چندلايه  ساختار  شامل  منفي  گرم  باكتري هاي  در  سلولي   پوشش 
نازک  لايه  سيتوپلاسم،  غشاي  از  متشكل  كه  است  پيچيده  بسيار 
ليپوپلي ساكاريد است. غشاي  پپتيدوگليكان و غشاي خارجي داراي 
از  با ديواره سلولي متشكل  مثبت  باكتري هاي گرم  سيتوپلاسمي در 
است.  شده  احاطه  اسيد  ليپوتيكوئيک  و  پپتيدوگليكان  ضخيم  لايه 
ليپوتيكوئيک اسيد از راه دي آسيل گليسرول به غشاي سلول متصل 
مثبت  بار  داراي  اسيدي   pH در   Spm-PSMA مزدوج   .]43[  است 
منفي  بار  با  الكتروستاتيک  برهم كنش هاي  راه  از  مي تواند  كه  است 
اسيد  ليپوتيكوئيک  يا  منفي  گرم  باكتري هاي  ليپوپلي ساكاريدهاي 
با  شود.  متصل  باكتري  سلول هاي  سطح  به  مثبت  گرم  باكتري هاي 
مثبت ضخيم تر  پپتيدوگليكان در سلول هاي گرم  اينكه لايه  به  توجه 
 Spm-PSMA از سلول هاي گرم منفي است، بنابراين احتمالا مزدوج
در لايه پپتيدوگليكان سلول هاي گرم مثبت حبس شده و از راه تجمع 
مزدوج پليمر-دارو در غشاي سيتوپلاسمي، جذب سلولي آن افزايش 

مي يابد ]44[.
عليه   Spm-PSMA مزدوج  ضدباكتری  فعاليت  نداشتن  دليل  به 
برابر   pH در  مزبور  بيشتر مزدوج  A. baumannii و سميت  باكتری 
5/5 نسبت به 6/5 عليه باكتری E. faecalis، آزمون های بعدی روی 
كه  همان طور  شد.  انجام   5/5 برابر   pH در  و   E. faecalis باكتری 
در   E. faecalis باكتری   GI% مقادير  می شود،  مشاهده   4 شكل  در 
 )12/5 -50 μg/mL)و Spm-PSMA غلظت های مختلف مزدوج پليمر
 در pH برابر 5/5 تغيير شايان توجهی نمی يابد )p< 0/05(. با توجه به 
 50 μg/mL در غلظت های بيش از Spm-PSMA انحلال ناپذيري مزدوج
مقدار حداقل غلظت  تعيين  برابر 5/5،   pH و   NB در محيط كشت 
مهاری )MIC( مزدوج پليمر-دارو و بررسي فعاليت ضدباكتری آن 
باكتری  رشد  نبود.  امكان پذير   50  μg/mL از  بيشتر  غلظت هاي  در 

)معادل   PSMA و  اسپرمين  از  مختلف  غلظت های  در   E. faecalis

به   ،5/5 برابر   pH در   (Spm-PSMA مزدوج  مختلف  غلظت هاي  با 
ترتيب، %8-2 و %13-4 كاهش مي يابد كه اين مقدار از نظر آماري 
پليمر  مزدوج  سازنده  اجزاي  بنابراين،   .)p<0/05( نيست  معني دار 
Spm-PSMA فاقد فعاليت ضدباكتری عليه باكتري E. faecalis است.

 )8-64 µg/mL( مختلف  اثر غلظت های  بررسی  از  نتايج حاصل 
آنتی بيوتيک های CAZ و CP بر باكتری E. faecalis در pH برابر 5/5 
نشان داد، رشد اين باكتری در غلظت های گفته شده از آنتی بيوتيک های 
مزبور حدود %4 تا %17 كاهش می يابد. اين كاهش نشانگر مقاوم بودن 
 pH CP در  CAZ و  آنتی بيوتيک های  به  باكتری E. faecalis نسبت 
برابر 5/5 است. با توجه به اينكه مزدوج Spm-PSMA به طور مستقل 
از غلظت در محدوده μg/mL 50- 12/5 باعث كاهش رشد باكتری 
 E. faecalis می شود، بنابراين اثر كمترين غلظت مزدوج پليمر-دارو 

 CAZ آنتی بيوتيک های  ضدباكتری  فعاليت  بر   )12/5  μg/mL( 
و)µg/mL 32( و CP و(µg/mL 8( عليه باكتری E. faecalis در pH برابر 

5/5  بررسي شد. همان طور كه در جدول 1 مشاهده می شود، افزايش زمان 
 Spm-PSMA مزدوج GI% 20 اثر درخور توجهی بر مقادير h 10 به h از 
يا آنتی بيوتيک های CAZ و CP به تنهايی ندارد )p<0/05(، در حالی كه 
باكتری  هم زمان  عمل آوري   GI% مقادير  چشمگير  كاهش  باعث 
می شود  مزبور  آنتی بيوتيک های  از  يک  هر  و  پليمر-دارو  مزدوج  با 
باكتری  هم زمان  عمل آوري  می دهد،  نشان  آزمون  اين   .)p>0/05( 
و   CAZ آنتی بيوتيک های  و   Spm-PSMA مزدوج  با   E. faecalis

 CP، به ترتيب، باعث افزايش 2/6 و 2/8 برابری فعاليت ضدباكتری 

 آنتی بيوتيک های CAZ و CP در زمان h 10 پس از عمل آوري می شود و 

شكل 4- درصد مهار رشد )%GI( باكتری انتروكوكوس فكاليس، 10 و 
 )Spm-PSMA( اسپرمين-PSMA 20 پس از عمل آوري با مزدوج h

در pH برابر 5/5.
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فعاليت ضدباكتری پليمر را حدود 1/5 برابر افزايش می دهد. قابليت 
يافته های  با  آنتی بيوتيكی  مقاومت  كاهش  در   Spm-PSMA مزدوج 
افزايش حساسيت  در  پلی آمين ها  قابليت  بر  مبنی  پژوهشگران  ساير 
همكاران  و   Kwon  .]30،31[ است  سازگار  باكتری ها  آنتی بيوتيكی 
نشان دادند، اسپرمين حساسيت باكتری های E. coli و S. aureus را به 
آنتی بيوتيک های بتالاكتام و كلرامفنيكل افزايش می دهد كه اين عمل 
و  اسپرمين  به وسيله  غشايی  پورين های  مسدودشدن  اثر  در  احتمالاً 
حبس آنتي بيوتيک ها داخل سلول، افزايش استيل دارشدن پروتئين های 

متصل شونده به پنی سيلين )PBP( و كاهش بيان PBP است ]30[.

ROSسنجشگونههای
اثر مزدوج Spm-PSMA بر توليد ROS در سلول های E. faecalis با 
استفاده از كاونده DCFH-DA به وسيله طيف فلوئورسنج اندازه گيری 

عمل آوري   16  h می شود،  مشاهده   5 شكل  در  كه  همان طور  شد. 
كاهش   39% باعث   Spm-PSMA مزدوج  با   E. faecalis باكتری 
كاهش  می شود.  عمل آوري نشده  سلول های  به  نسبت   ROS مقدار 
سطح ROS در سلول های عمل آوري شده با مزدوج ممكن است به 
شده  شناخته   ROS زداينده  به عنوان  كه  باشد  اسپرمين  وجود  دليل 

است ]45[.

ميکروسکوپالکترونیپویشی
تغييرات شكل شناسی سلول های E. faecalis عمل آوري شده با پليمر 
مزدوج Spm-PSMA و آنتی بيوتيک ها، به تنهايی و هم زمان، با استفاده 
می شود،  مشاهده   6 شكل  در  كه  همان طور  شد.  بررسی   SEM از 
عمل آوري سلو  ل های E. faecalis با مزدوج Spm-PSMA به تنهايی 
باعث  برابر 5/5   pH CP در  CAZ و  آنتی بيوتيک های  با  يا هم زمان 

جدول 1- درصد مهار رشد )%GI( باكتری انتروكوكوس فكاليس عمل آوري شده با مزدوج PSMA-اسپرمين به تنهايی و هم زمان با آنتی بيوتيک های 
.20 h سيپروفلوكساسين و سفتازيديم پس  از 10 و

Spm-PSMA (µg/mL)
غلظت

)µg/mL( h 20آنتی  بيوتيک 10 h

12/5 0 12/5 0
42/02 ± 2/05
51/44 ± 4/52

0 ± 0
19/56 ± 9/47

41/35 ± 1/45
63/47 ± 4/24

0 ± 0
24/79 ± 9/71

0
32 سفتازيديم

41/36 ± 2/44
46/73 ± 4/16

0 ± 0
18/46 ± 7/69

40/32 ± 6/18
63/64 ± 4/28

0 ± 0
22/83 ± 7/27

0
8 سيپروفلوكساسين

 )1( :DCFH-DA درصد شدت فلوئورسان دی كلروفلوئورسئين سلول های انتروكوكوس فكاليس با رنگ آميزي )شكل 5- )الف( تصوير و )ب
عمل آوری نشده )كنترل( و )2(  عمل آوري شده با مزدوج PSMA-اسپرمين در pH برابر 5/5.

            )الف(            )ب(
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می شود.  كوكوباسيل  به  كوكسی  از  سلول ها  از  برخی  تغييرشكل 
آنتی بيوتيک های CAZ و CP به  تنهايی در pH اسيدی اثری بر شكل 
مواد  محدوديت  مانند  تنش  شرايط  ندارند.   E. faecalis سلول های 
مغذی، تنش اكسايشي، آسيب DNA و قرارگرفتن در معرض عوامل 
باكتري ها  سلولی  تقسيم  و  تكثير   ،DNA تغيير  باعث  ضدباكتری 
می شوند. برخي باكتري ها در اين شرايط شكل شناسي خود را تغيير 
مي دهند و طول آن ها افزايش مي يابد. فنوتيپ طويل شدن باكتری ها 
با بهينه سازی تعاملات سلول ها با يكديگر و با سطوح و نيز حفاظت 

آن ها در برابر محيط های كشنده در ارتباط است ]46[.

نتيجهگيری

پليمر  با  اسپرمين  از واكنش   Spm-PSMA پژوهش، مزدوج  اين  در 
طيف های  شد.  تهيه  تری اتيل آمين  كاتاليزور  مجاورت  در   PSMA

فعاليت  كرد.  تأييد  را   Spm-PSMA مزدوج  سنتز   DSC و   FTIR

در  A. baumannii و   E. faecalis باكتری های  بر  آن  ضدباكتری 
 Spm-PSMA پليمر  شد.  بررسی   )6/5 و   5/5( اسيدی  pH های 

اثری بر رشد باكتری A. baumannii ندارد و فعاليت ضدباكتری آن 
برابر 6/5   pH از  بيشتر  برابر 5/5   pH در   E. faecalis باكتری  عليه 
است. همچنين، مزدوج Spm-PSMA قابليت كاهش مقاومت باكتری 
E. faecalis به آنتی بيوتيک های CAZ و CP را در محيط اسيدی دارد. 

اندازه گيری مقدار ROS در باكتری E. faecalis عمل آوري شده با مزدوج 
سلول ها  به وسيله  شده  توليد   ROS سطح  داد،  نشان   Spm-PSMA

تصاوير  است.  اسپرمين  وجود  دليل  به  احتمالاً  كه  می يابد  كاهش 
با  است،  كوكسی شكل  كه   E. faecalis باكتری  داد،  نشان   SEM 

وجود مزدوج Spm-PSMA به تنهايی يا هم زمان با آنتی بيوتيک های 
از اين  نتايج حاصل  CAZ و CP به كوكوباسيل تغييرشكل می يابد. 

 Spm-PSMA مزدوج  ضدباكتری  فعاليت  بار،  اولين  برای  پژوهش، 
حساسيت  افزايش  در  آن  قابليت  و   E. faecalis بالينی  سويه   عليه 
باكتری مزبور به آنتی بيوتيک های CP و CAZ را در شرايط اسيدی 

ثابت كرد.

قدرداني
از دانشگاه فردوسی مشهد براي تأمين اعتبار مالی اين پژوهش )شماره 

طرح های 3/33750 و 31473/3( تشكر و قدرداني مي شود.

 ،)32 µg/mL( سفتازيديم )سلول های باكتری انتروكوكوس فكاليس: )الف( عمل آوري نشده )كنترل( و عمل آوري شده با )ب SEM شكل 6- تصاوير 
سفتازيديم  و   )12/5  µg/mL)و  Spm-PSMA مزدوج  با  )ه(   ،)12/5  µg/mL)و  Spm-PSMA پليمر  )د(   ،)8  µg/mL( سيپروفلوكساسين   )ج( 
)µg/mL 32( هم ز مان و )و( مزدوج Spm-PSMA و (µg/mL 12/5) و سيپروفلوكساسين )Spm-PSMA )8 µg/mL: مزدوج PSMA-اسپرمين هم زمان.

)ب(                  )ج(                  )الف(      

)هـ(               )و(                         )د(      
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