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 چکیده

ضد ویروسی صناعی یا شیمیایی در صنایع داروسازی، توجه به منابعی با   ها در زمینه استفاده از ترکیباتبا توجه به وجود نگرانی
رسد. خیارهای دریایی یکی از این منابع هستند که خواص فیزیولوژیک نظر میضروری به  ،طبیعی دارای فعالیت ضد ویروسی  أ منش

با    Holothuria leucospilotaفعال از  متعدد آنها در جوامع علمی مورد بحث است. هدف تحقیق حاضر نیز تولید پپتیدهای زیست 
 1  )نوع  Herpes simplexهای  استفاده از دو آنزیم میکروبی آلکالاز و فلاورزایم و ارزیابی فعالیت ضد ویروسی آنها علیه ویروس 

این رقم در درصد پروتئین است که  13بافت خیار دریایی دارای حدود   ،بود. نتایج نشان داد Dengueو  Chikungunya، (2و 
با استفاده از آنزیم    یدرصد رسید. میزان پروتئین و درجه آبکافت در پودر آبکافتی تولید  67های آبکافتی حاصل به بیش از  پودر

  42/41±6/0و    88/67±26/0ترتیب  درصد( بیشتر از پودر تولیدی با فلاورزایم )به   37/48±3/0و    58/71±16/0ترتیب  آلکالاز )به 
لیتر دارای خواص  گرم بر میلیمیلی  5و    4در هر دو غلظت    ینوع پپتید تولید  در ادامه مشخص شد، هر دو .(p<05/0درصد( بود )

فعال و غلظت پپتیدها بر فعالیت ضد ویروسی نوع آنزیم مصرفی جهت تولید پپتیدهای زیست   ،ضد ویروسی هستند. در این تحقیق 
داری فعالیت ضد ویروسی بیشتری علیه با استفاده از آنزیم آلکالاز به صورت معنی  یداری داشت. پپتیدهای تولیدآنها اثر معنی

دار فعالیت  لیتر منجر به افزایش معنیگرم بر میلیمیلی  5به    4که افزایش غلظت پپتیدها از  های مورد مطالعه داشتند، ضمن اینویروس 
  Dengueو ویروس    (1)نوع    Herpes simplexمورد بررسی،    های(. در بین ویروس p<05/0)  گردیدضد ویروسی آنها نیز  

از خیار    یفعال استخراج(. بنابر نتایج تحقیق حاضر، پپتیدهای زیستp<05/0ها بودند )ترین ویروس ترین و حساسترتیب مقاومبه
  انجاماین  ولی با وجود    هستند،یعی  پتانسیل استفاده در صنایع داروسازی به عنوان یک ترکیب ضد ویروس با منشا طبدارای  دریایی  
 . استتکمیلی به منظور ارزیابی اثرات سمیت احتمالی آنها ضروری  هایآزمایش

 

 Herpes هایفعال، فعالیت ضد ویروسی، ویروسخیار دریایی، آلکالاز، فلاورزایم، پپتیدهای زیست  لغات کلیدی:

نویسنده مسئول*
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 مقدمه 

 جذابیت  دارای دریایی یعیطب تولیدات  اخیر، هایدهه در

 سراسر در مختلف دارویی محصولات توسعه برای جهانی

ترکیبات اندشدهجهان   عنوان  تولیدات طبیعی تحت  این   .
های خاصی از بافت آبزیان یا  با استفاده از روش  ً فعال، غالبا

و  شوند  میبندی آنها ایجاد  ضایعات حاصل از فراوری و بسته
دارویی در صنایع مختلف مورد استفاده  برای اهداف غذایی و  

می مادهقرار  تولید  هدف،  اگر  محصولی  گیرند.  یا  فعال  ای 
جهت استفاده در صنایع غذایی انسان، دام، طیور و آبزیان  

از ضایعات آبزیان به عنوان ماده اولیه استفاده  باشد، معمولا 
  فعال زیستهای آبکافتی حاوی پپتیدهای  شود. پروتئینمی
(7., 201et alReyhani Poul  بیولوژیک سیلوی   ،)1 
(Safari et al., 2021  ژلاتین ،)(Abuei et al., 2016 ،) 

( آنزیم   Reyhani Poul et al., 2018روغن  و   ،)
(Anoushe et al., 2014  از ماده ( هستند. علت استفاده 

اولیه ضایعات جهت تولید مواد مذکور، قیمت پائین آنها و  
با ارزش افزوده بالاست، اما اگر هدف تولید    تولید محصولی

می باشد،  دارویی خاص  با خواص  از    توان مستقیما موادی 
آنها(   ضایعات  )نه  آبزیان  کرد   نیزبافت  تا    ،استفاده  البته 

 که این کار توجیه اقتصادی داشته باشد. جایی
یکی از آبزیانی که خواص دارویی و درمانی آنها از گذشته  

ین منظور از آنها  د ئید و در برخی از کشورها ببسیار دور تا
 گروه دریایی شود، خیار دریایی است. خیارهایاستفاده می

 وجز بندیرده نظر از و دهندمی  تشکیل را آبزیان از بزرگی
 چرم بدنی جاندار این شوند.می خارپوستان محسوب راسته

 و رجز بین در مناطق یا دریاها کف در بیشتر و دارد مانند 
خشک  یا تازه دریایی کند. خیارهایدریاها زندگی می مدی

قرن در  و است لذیذ آسیایی غذای یک که هاستشده، 
 آسم، درمان برای آسیا شرق  در سنتی داروهای فرمولاسیون

 استفاده  نیز  خونی در انسانکم و رماتیسم بالا، فشارخون

از خیار  (. استفاده درمانی  Zhang et al., 2007شوند )می
سال  5000دریایی یک سنت قدیمی مردم چین است و به 

می بر  بررسیقبل  میگردد.  نشان  ترکیبات  ها  که  دهد 
  ت یسماز خیار دریایی دارای خواص    یها( استخراج)عصاره

اکسیدانی، ضد ویروسی، ضد تومور، ضد سرطان و  ی، ضدسلول
 

1 Biologic Sylage 

ای  ترده ضد بارداری هستند و در صنعت داروسازی کاربرد گس 
 (. دلیلZhang et al., 2010; Bondaroff, 2021دارند )

 موادی حضور به توانمی را دریایی خیار در این خواص وجود

،  3سولفات کندروکتین ،2گلیگوترپنوئید شیمیایی ساختار با
 گلیکوپروتئین، سولفاته، ساکاریدپلی گلوکزآمینوگلیکان،

اسیدهای و  داد  نسبت  ری ضرو چرب گلیکواسفنگولیپید 
(Bordbar et al., 2011.)    که فعالی  ترکیبات  از  یکی 

فعال  توان از خیار دریایی استخراج کرد، پپتیدهای زیستمی
دارای   پپتیدها  این  حاصل    2-20هستند.  و  اسیدآمینه 

این جانداران   بیوشیمیایی  یا  . در  هستندآبکافت شیمیایی 
دها با استفاده از فرایند آبکافت بیوشیمیایی، تولید این پپتی

های گیاهی )برومولاین(، حیوانی )پپسین، تریپسین، آنزیم
نئوتراز،  فلاورزایم،  )آلکالاز،  میکروبی  و  کیموتریپسین( 

می انجام  )پرروتامکس(   ,.Reyhani Poul et alشود 

زیست  .(2017 صنایع  پپتیدهای  در  کارائی  بر  علاوه  فعال 
اکسیدان  زا و آنتیکف  به عنوان امولسیون کننده،  ،  غذایی 

(Reyhani Poul et al., 2018 )  ، با مصرف انسان از آنها  
کنندگی فشار خون،  اثرات فیزیولوژیک خاصی )مانند تنظیم

کنندگی سیستم ایمنی، کاهندگی کلسترول و اثرات تقویت 
 ;Sun et al., 2004کنند )ضد میکروبی( بر بدن اعمال می

Jia et al., 2010.) 

  ایجادآن را    virus  Dengue  که  است  عفونتی  ngueDe  تب
  این (  کنندهپخش  یا)  کنندهمنتقل  عوامل  هاپشه.  کند می

 « شکن   استخوان   تب»   عنوان  به  Dengue  تب.  هستند  ویروس
  ، آن  از  حاصل  شدید   درد  دلیل  به  زیرا  شود،می  شناخته  نیز

  شکستن  حال  در  هایش استخوان   که  کندمی  تصور  بیمار
  سردرد،   تب،   شامل  Dengue  تب   های نشانه  برخی.  هستند

  و  ها ماهیچه   در درد  و  سرخک مشابه  پوستی  های حساسیت 
  از  کمی   تعداد  در  Dengue  تب  است   ممکن.  است  مفاصل
.  شود  تبدیل   کشنده  و   خطرناک  گونه  دو   از  یکی   به  بیماران

  خونریزی،  باعث  که  است  دنگی  هموراژیک  تب  اول  گونه
(  خون  حامل  هایرگ)  خونی  روق ع   از  بیرون  به  مایعات  ترشح

. شودمی(  خون  شدن  لخته  عامل)  خون  هایپلاکت  کاهش  و
  فشار  افت  باعث  که  است  دنگی   شوک  سندروم  دوم  گونه

 
2 Glycoterpenoide 
3 Chondroitin sulfate 
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 ژنوتایپ  چهار  e virusDengu  ویروس.  شودمی  شدید
  .دارد متفاوت

Chikungunya  از  ناشی  عفونت  بیماری  virus  
Chikungunya  منتقل  راد اف  به  پشه  طریق  از  که  است  

   .است مفاصل در  درد  و تب شامل  علائم . شودمی
وزن   اساس  بر  فعال  زیست  دارای پپتیدهای  مولکولی، 

داده   نشان  مطالعات  و  بوده  متفاوت  که است  عملکردهای 
آنتی  خواص  دارای  کمتر  مولکولی  وزن  با  پپتیدهایی 

 Yaghoubzadeh)  هستنداکسیدانی و ضدسرطانی بالاتری  

et al., 2020.) 
که استفاده از ترکیبات ضد ویروسی شیمیایی یا  ییجااز آن 

 کندو عوارضی در بیماران ایجاد می  صناعی همواره نگرانی

عصبی،  ) گوارشی،  عوارض  بروز  باعث  داروها  از  گروه  این 
در  پوستی ایمنی  و  خونی  کبدی،  استخوانی،  و  عضلانی   ،
بروز    و باعث   هستندزا  داروهای جهش  وو جز  شوند میانسان  

در تحقیق حاضر فعالیت    ، لذا  . شوند(سرطان در درازمدت می
از خیار دریایی    استخراجی فعال  ضدویروسی پپتیدهای زیست

های آلکالاز و فلاورزایم مورد ارزیابی قرار  با استفاده از آنزیم
گرفت تا به این طریق ترکیبات طبیعی ضد ویروس شناسایی  

 .شوند
 

 کار  مواد و روش

 مواد 
  ، پژوهشکده اکولوژی خلیج فارس و دریای عمانارشناسان  ک

)به   کرده  هی تهرا    Holothuria leucospilotaخیار دریایی  
 -40و در  گرم(    300±12عدد و با میانگین وزنی   10تعداد  

گراد سانتی  یخ   کرده  منجمد  درجه  مجاورت  در  سپس  و 
یخ خشک( به آزمایشگاه    2خیار دریایی    1خشک )نسبت  

از  .  دادندانتقال    خزر  یایدر  یاکولوژ  پژوهشکده  پس 
نمونهانجمادزدایی کامل  ،  طور  به  برای    شدند   چرخها  و 

های  مراحل بعدی آزمایش مورد استفاده قرار گرفتند. آنزیم
های میکروبی آلکالاز و  مورد استفاده در تحقیق حاضر، آنزیم
 ( دانمارک)  Novosimفلاوزایم بوده که از نمایندگی شرکت  

 گراد نگهداری شدند. درجه سانتی 4و در دمای شده یه ته
 
 

 هاروش
  از   قبل   دریایی   خیار   بافت   شیمیایی   وتحلیل تجزیه 

 آنزیمی   آبکافت   از   بعد   و   ها آزمایش   شروع 
گیری رطوبت، خاکستر، پروتئین و  اندازهشامل    بافتآنالیز  

 ,AOAC)  چربی بر اساس روش استاندارد صورت گرفت

گرم از نمونه تا زمانی    5ین میزان رطوبت،  جهت تعی  . (2005

قرار گراد  درجه سانتی  105که وزن آن ثابت شود، در آون  

به مدت   گرم از نمونه 5/0گیری خاکستر،  گرفت. برای اندازه

و سپس درون بوته    گراددرجه سانتی  65ساعت در آون    48

،  گراددرجه سانتی  550چینی درکوره الکتریکی و در دمای 

باقی  خاکستر    و  شودساعت قرار گرفت تا سوزانده    5  به مدت

با استفاده از    لدالجگیری پروتئین کل به شیوه کاندازه .بماند

تبدیل   گرفت  25/6ضریب  شیوه    یچرب  .صورت  به  کل 

 ,.Liu et al)  گیری شدمتانول اندازه  استخراج با کلروفرم/

2021). 

 
  آنزیمی   آبکافت 
دو   و    مینزآاز  انجام   جهتمجزا  طور  ه  ب   زایمفلاورآلکالاز 

  (. Ovissipour et al., 2010)  ید استفاده گرد  آبکافت  فرایند

  pH،  1به    2  آبکافتبه بافر فسفات جهت    هینسبت ماده اول

هر دو    یو دما و زمان برا  5/7و    5/8ب  یترتبه  مینزآدو    یبرا

  ساعت در نظر گرفته شد   3و    گرادسانتیدرجه  55  زین  آنزیم

( بر ضایعات 2011همکاران )و    Safariطالعات  بر اساس م

  گرادسانتی  درجه  55، دمای  pH  5/8ماهی، آنزیم آلکالاز در  

، دمای  pH  5/7ساعت و برای آنزیم فلاورزایم در    3و زمان  

بیشترین بازده  دارای  ساعت    3و زمان  گراد  سانتیدرجه    55

  (. حاصل فرایند آبکافت، دو Safari et al., 2011است )  بوده

نوع پودر آبکافتی بود که جهت سنجش درجه آبکافت آنها از  

ین صورت د( استفاده شد. ب 1994)  Merrittو    Hoyleروش  

( آبکافت  فرایند  پایان  از  بعد  محلول    180که  دقیقه(، 

به   20(  TCAاسید )استیککلروتری  برابر  با نسبت  درصد 

ور  با د  مایع رویی )سوپرناتانت( افزوده شد و محلول حاصل 

g6700    دمای مدت  سانتیدرجه  4در  به  دقیقه   20گراد 

سوپرناتانت  در  موجود  نیتروژن  سپس  گردید.  سانتریفوژ 

( سنجیده شد. درجه Doyle, 2023جدید به روش بیورت )
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 گردید:   محاسبه ذیلآبکافت فرایند از رابطه 
 

اسید( = درجه آبکافت )درصد(لرواستیکدرصد تری ک 10× )نیتروژن کل نمونه/ نیتروژن موجود در محلول  100  

 

آوردن معادله دستگاه  برای رسم منحنی استاندارد و به دست
پروتئین  عنوان  به  گاوی  آلبومین  سرم  از  اسپکتروفتومتر 

 استاندارد استفاده شد. 
 

  30فعال با وزن مولکولی کمتر از  تهیه پپتیدهای زیست 
 کیلو دالتون

 g7000ول شفاف، نمونه در  محل  نیبه پروتئ  یابیجهت دست

از    فوژیسانتر  قهیدق  25مدت  ه  ب به   هیلاآن  و پس  مربوط 
  هایشیزماآجدا و جهت انجام    سایرینمحلول از    نیپروتئ
  ی در دما  ضد ویروسیو خواص    یشامل وزن مولکول  یلیتکم

های آبکافتی پس از فیلتراسیون با نمونه  شد.  یانجماد نگهدار
از نظر وزن  فراکشن صاف  نمودنو جدا    30آمیکون   شده، 

های این صافی،  مولکولی مورد ارزیابی قرار گرفتند. از ویژگی
دالتون است و با این    30عبور دادن اجزای پروتئینی کمتر از  

کیلو    30توان به حجم بیشتری از پپتیدهای زیر  روش می
یافت. دست  سانتریفوژ    دالتون  از  دور  نمونه پس  در  ها 

g12000  گراد، دو جزء درجه سانتی  4دقیقه در    20ت  به مد
بدین داشت.  خواهند  وجود  پروتئین  های  نمونه  ،ترتیباز 

کیلو   30های کمتر از  شده در زیر فیلتر، حاوی پروتئینجمع 
نمونه  و  جمعدالتون  حاوی  های  فیلتر،  بالای  در  شده 

 ,.Wang et al)  هستندکیلو دالتون    30های بالای  پروتئین

2017.) 
 

 اثرات ضد ویروسی  بررسی
جهت ارزیابی خواص ضد ویروسی    های ویروسی:تهیه رده

شناسی  ها به آزمایشگاه ویروس، نمونهیپپتیدهای استخراج
ارسال شد. غلظت  (مالزی)  UMدانشکده پزشکی دانشگاه  

آزمایش برای  نظر  مورد    5و    4شناسی  ویروس  هایهای 
های مورد بررسی شامل  ویروسلیتر بود.  گرم در میلیمیلی

Dengue virus  ،Chikungunya virus  ،Herpes 

simplex    (HSV-1, HSV-2بودند. رده ) های سلولی مورد
سرم   %10به همراه  RPMI 1640مطالعه در محیط کشت 

FBS  ،100  1بیوتیک استرپتومایسین لیتر آنتیواحد در میلی 
 et alHuang ,.رشد و تکثیر داده شدند )   2سیلینو پنی

2013; Farshadpour et al., 2014.) 
 

 ها سازی سلولشمارش و آماده
مطالعه هایسلول  مناسب رشد از پس مورد   و ویروسی 

ابتدا  تست، انجام برای آن از مناسبی تعداد  آمدنفراهم
زیر   نئوبار لام  از استفاده شده، سپس با  داده پاساژ هاسلول 

 ها، تعدادبرای انجام آزمایش  شدند. شمارش  میکروسکوپ 

 گرفته در نظر  سلول در میلی لیتر  100000 نظر  مورد سلول

ازمیلی 1 زنده، هایسلول  تعداد تخمین برای  .شد  لیتر 

 از استفاده با وشده  داده   قرار نئوبار لام روی بر هاسلول 

 به روش این با مرده  هایسلول آمیزی شدند.رنگ بلوتریپان

 زنده هایسلول  از تشخیص قابل و درآمدند تیره و آبی رنگ

 هایسلول تعداد بایستی آزمایش صحیح  انجام برای  .بودند

 که دهند را تشکیل هاسلول  کل تعداد درصد 90 بالای زنده

حاضر آزمایش در بود   98 بالای رقم این تحقیق  درصد 
(Huang et al., 2013; Farshadpour et al., 2014.) 

 
  پروتئین   از   غلظت   دو   ویروسی   ضد   خواص   ی ارزیاب 

  دریایی   خیار   دالتون(   کیلو   30  از   )کمتر   شده آبکافت 

 ELISA  خوانشگر   از   استفاده   با 
که به روش ساندویچ صورت   ELISAبرای انجام آزمایش   

 96 پلیت  هایچاهک از یک هر سلول در 1000 گرفت، تعداد

 کشت محیطلیتر  میکروگرم بر میلی  100 کشت داده و تایی

 درون ساعت  1به مدت   شد و ریخته چاهک هر درون کامل

 پایدار و چسبیده پلیت کف به هاسلول تا قرار گرفت انکوباتور

سپس حل شوند.   با  کشت محیط در شدهسوسپانسیون 

میلی 500 هایرقت بر  بهمیکروگرم   200 میزان لیتر 

 دهیقتر اضافه شد. در مرحله بعد، اول چاهک میکرولیتر به

 
1 Streptomycin 
2 Penicillin 
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 100 برداشتن و اول چاهک محتویات نمودنمخلوط با

 شد. داده ادامه دوم چاهک به نمودن  اضافه  و آن از یکرولیترم

چاهک  به برداشت و دوم چاهک از میکرولیتر  100 ً مجددا

میکرولیتر   100 و تکرار چاهک 2 تا کار شد. این ریخته سوم

 انکوباتور در ساعت  24مدت   به شد. پلیت ریخته دور  آخر

 2COتا یک هفته هر روز اثر سمیت پروتئین  انکوبه گردید(

بررسی    CPEصورت اثرات سیتوپاتیک یا  ه  هیدرولیزشده ب

به   و شد ریخته  دور روئی کشت محیط  آن، از گردید(. پس

 اضافه MTT حاوی کشت میکرولیتر محیط 100 چاهک هر

 قرار  دار ربن ک اکسید دی   در انکوباتور ساعت 2-4 گردید و برای

 طول در آمدهدست محلول به نوری جذب نهایت  شد. در داده

 شد  قرائت نانومتر  630 رفرانس موج طول و نانومتر  540 موج

ها بر حسب درجه  سلول  تعداد استاندارد، کمک منحنی به و

( گردید  محاسبه  نوری   ;Huang et al., 2013غلظت 

., 2014et alFarshadpour 50بررسی   این اساس (. برCC  

را از غلظتی درواقع  50CC  .شد محاسبه   نشان  ترکیب 

 سمیت داشته درصد  50 هدف هایسلول  که برای دهدمی

ترکیبات  برای  50ICها  بررسی اساس این  بر  همچنین  .است

را از غلظتی 50IC ،واقع  در  .شد محاسبه  نشان ترکیب 

 شتهویروس دا بر بازدارندگی اثر درصد 50  حد تا که دهدمی

که   نسبتی(  SI)  انتخاب  شاخص  .است   بین  فاصله  است 

کند. می  گیریاندازه  را  ویروسی  ضد  فعالیت  و  سلولی  سمیت

 هاداده  وتحلیل آماریتجزیه روس
 و ثبت  (2010)ویرایش   Excel افزار نرم در هاداده کلیه

 و میانگین انجام شد. سنجش رگرسیون با 50IC محاسبه
 تفاوت نیز  و 19SPSS افزار نرم  کمک  به معیار  از انحراف

آزمون آنالیز واریانس   طریق از های تیماریگروه بین میانگین
)یک منظور One way ANOVAطرفه  به  شد.  انجام   )

ها، از آزمون داربودن دادهها و ارزیابی معنیمقایسه واریانس
 دانکن استفاده گردید. 

 

 نتایج 

 آبکافتی حاصل   هایو پودر   هیماده اولشیمیایی  ترکیب  
پروتئین  1در جدول   و  دریایی  های  ترکیب شیمایی خیار 

استخرا آبکافتی(  است.    جی)پودرهای  شده  ارائه  آنها  با  از 
به حاوی    ،جدول  توجه  دریایی  خیار  درصد    12/13بافت 

ها،  پروتئین بود. با انجام عملیات آبکافت و جداسازی پروتئین 
ضمن    ،روتئین داشتنددرصد پ   67های حاصل بیشتر از  پودر
به  این آلکالاز  آنزیم  با  آبکافتی  پودر  پروتئین در  که میزان 

بود  صورت معنی  فلاورزایم  با  آبکافتی  پودر  از  بیشتر  داری 
(05/0>pپودرهای تولید .)از نظر میزان چربی و خاکستر   ی

( کردند  ارائه  برابری  تقریبا  میزان p>05/0مقادیر  اما   .)
تی با فلاورزایم بیشتر از پودر آبکافتی  خاکستر در پودر آبکاف

(. پودرهای تولیدی با دو آنزیم از نظر  p<05/0با آلکالاز بود )
داری داشتند و این مقدار برای درجه آبکافت اختلاف معنی

 . (p<05/0با آلکالاز بیشتر بود ) یپروتئین آبکافتی تولید
 

 از خیار دریایی و درجات آبکافت آنها یتی استخراجهای آبکاف: ترکیب شیمیایی سوبسترا و پروتئین1جدول 
Table 1: Chemical composition of substrate and hydrolyzed proteins extracted from sea cucumber and their degree of 

hydrolysis (% of dry weight) 

Substrate and hydrolysed 

proteins 
protein fat moisture ash digested grade 

Substrate 13.12±0.2 c 0.17±0.01b 83. 3±0.4 a 0.83±0.01 c  

Protein hydrolysed with Alcalase 71.58±0.16 a 0.028. ±0.001 a 7.38±0.2 b 20.18±0.5 b 48.37±0.3 a 

Protein hydrolysed with 

flavourzyme 
67.88±0.26 b 0.027±0.001 a 6.94±0.18 b 23.07±1.0 a 41.42±0.6 b 

Different letters in each column indicate significant differences between the data (p<0.05) 

 
 فعالارزیابی خواص ضد ویروسی پپتیدهای زیست 

ویروس   علیه  پپتیدها  ویروسی  ضد   Herpesخواص 

simplex  ( 1)نوع 
تولید  فعالیت  2در جدول   پپتیدهای  علیه    یضد ویروسی 

Herpes simplex    ارائه شده است. مطابق نتایج  (  1)نوع

اثرات مهارکنندگی پپتیدهای استخراج  دستبه با    یآمده، 
از   آنزیم استفاده  با  تولیدی  پپتیدهای  از  بالاتر  آلکالاز 

این ضمن  است.  پپتیدهای  فلاورزایم  غلظت  افزایش  با  که 
  Herpes simplexمورد بررسی، اثرات مهارکنندگی آنها بر  

(.p<05/0نیز بیشتر شد )( 1)نوع 
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 ( 1 )نوع  Herpes simplexس فعال مورد مطالعه در دو غلظت علیه ویرو: خواص ضد ویروسی پپتیدهای زیست2جدول  
Table 2: Antiviral properties of studied bioactive peptides in two concentrations against Herpes simplex  (type 1) 

SI SI IC50 IC50 CC50 bioactive peptides Concentratio

n (mg/ml) 

110.56 ± 0.4b 158.63 ± 0.5c 0.33 ± 0.01a 0.23 ± 0.01a 36.5±0.1c Peptides produced 

with  alcalase 
4 

108.8±1.0 c 149.42±5.1 d 0.30±0.01b 0.21±0.02 b 32.5±0.5 d Peptides produced 

with  flavourzyme 

115.2 ± 3.5a 167.38±5.1a 0.36±0.01a 0.24±0.01a 41.0±1. 1a Peptides produced 

with  alcalase 
5 

109.82±1.6 c 163.5±2.3 b 0.35±0.01a 0.24±0.01a 38.48±0.5b Peptides produced 

with  flavourzyme 
Different letters in each column indicate significant differences between the data (p<0.05) . 

1: Cytotoxic concentration (mg/ml), 2: Absorption inhibitor concentration (mg/ml), 3: Concentration of replication inhibitor 

(mg/ml), 4: Selection index for absorption inhibitor, 5: Selective index for replication inhibitor 

 
ویروس   علیه  پپتیدها  ویروسی  ضد   Herpesخواص 

simplex  ( 2)نوع 
جدول   ضد   3در  زیست  خواص  پپتیدهای  فعال  ویروسی 

ار دریایی با استفاده از دو آنزیم آلکالاز و  از خی  یاستخراج
ارائه شده   (2)نوع    Herpes simplexفلاورزایم علیه ویروس  

پپتیدهای   مهارکنندگی  اثرات  جدول  این  مطابق  است. 
استخراجزیست  پپتیدهای    یفعال  از  بالاتر  آلکالاز  آنزیم  با 

  حاصل با استفاده از آنزیم فلاورزایم است. همچنین با افزایش 
اثرات مهارکنندگی آنها بر   غلظت پپتیدهای مورد بررسی، 

 نیز بیشتر شد. (2)نوع  Herpes simplex ویروس
 

 ( 2 )نوع Herpes simplexفعال مورد مطالعه در دو غلظت علیه ویروس : خواص ضد ویروسی پپتیدهای زیست3جدول 
Table 3: Antiviral properties of studied bioactive peptides in two concentrations against Herpes simplex  (type 2) 

SI SI IC50 IC50 CC50 bioactive peptides Concentration 

(mg/ml) 

109.1±0. 8 b 151.5±1.0a 0.25±0.01a 0.18±0.01c 27.24±0.2b Peptides produced 

with  alcalase 
4 

104.25±1.4 c 146.1±2.3 b 0.25 ±0.01a 0.17 ±0.01c 25.5±0.16 c Peptides produced 

with  flavourzyme 

117.97 ± 2.6a 150.92 ±3.0a 0.27 ±0.01a 0.21 ± 0.01 a 4.32  ± 0.2a Peptides produced 

with  alcalase 
5 

109.15±0.8b 149.38±1/8 a 0.26 ±0.01a 0.19±0.01b 28.4±0. 2 b Peptides produced 

with  flavourzyme 
Different letters in each column indicate significant differences between the data (p<0.05) . 

1: Cytotoxic concentration (mg/ml), 2: Absorption inhibitor concentration (mg/ml), 3: Concentration of replication inhibitor 

(mg/ml), 4: Selection index for absorption inhibitor, 5: Selective index for replication inhibitor 

 
 virus  Chikungunya خواص ضد ویروسی پپتیدها علیه 

جدول   زیست  فعالیت  4در  پپتیدهای  ویروسی  فعال  ضد 
ویروس    یتولید است.   Chikungunyaعلیه  شده  ارائه 
میی طورهمان مشاهده  جدول  این  در  اثرات که  شود، 

با استفاده از آنزیم آلکالاز    جی مهارکنندگی پپتیدهای استخرا
با استفاده از آنزیم فلاورزایم است.    یتیدهای تولیدبالاتر از پپ

غلظت   شد،  مشخص  ادامه  میلیمیلی  5در  بر  لیتر گرم 
بیشتری بر   اثرات مهارکنندگی  a Chikungunyپپتیدها، 

virus  .داشته است 

 

    Dengue virus خواص ضد ویروسی پپتیدها علیه 
ر  ضد ویروسی پپتیدهای مستخرج از خیا   فعالیت  5جدول  در  

. مطابق نتایج  ارائه شده است   Dengue virusدریایی علیه
با استفاده    یجدول، اثرات مهارکنندگی پپتیدهای استخراج

با استفاده از آنزیم    یاز آنزیم آلکالاز بالاتر از پپتیدهای تولید
فلاورزایم است. همچنین با افزایش غلظت پپتیدهای مورد  

بر آنها  مهارکنندگی  اثرات  نیز    Dengue virusبررسی، 
بیشتر شد.
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 Chikungunyaفعال مورد مطالعه در دو غلظت علیه ویروس : خواص ضد ویروسی پپتیدهای زیست4جدول 
Table 4: Antiviral properties of studied bioactive peptides in two concentrations against Chikungunya virus 

SI SI IC50 IC50 CC50 bioactive 

peptides 
Concentration 

(mg/ml) 

88.5±1.5 b 122.1±1.5 b 0.22±0.01 a 0.16±0.01 a 19.5±0. 3 b 
Peptides 

produced with  

alcalase 
4 

83.7±1.4 c 116.5±1.2 c 0.19±0.01 c 0.14±0.01b 16.3±0.2 c 
Peptides 

produced with  

flavourzyme 

92.2±0.8a 124.8±0.8 a 0.23±0.01 a 0.17±0.01 a 21.2±0.2 a 
Peptides 

produced with  

alcalase 
5 

86.4±0. 5 b 121.5±0.8 b 0.21±0.01ab 0.15±0.01 b 18.1±0.2 b 
Peptides 

produced with  

flavourzyme 
Different letters in each column indicate significant differences between the data (p<0.05) . 

1: Cytotoxic concentration (mg/ml), 2: Absorption inhibitor concentration (mg/ml), 3: Concentration of replication inhibitor 

(mg/ml), 4: Selection index for absorption inhibitor, 5: Selective index for replication inhibitor 

 

    Dengue ویروس دو غلظت علیه فعال در: خواص ضد ویروسی پپتیدهای زیست5جدول 
Table 5: Antiviral properties of studied bioactive peptides in two concentrations against Dengue viruses 

SI SI IC50 IC50 CC50 bioactive peptides Concentrat

ion (mg/ml) 

63.7±0. 9 b 103.5±1.4 b 0.13±0.01 a 0.08±0.01 a 8.28±0.21 b Peptides produced 

with  alcalase 
4 

52.7±0. 8 d 87.9±0. 8 c 0.1±0.01 c 0.06±0.01 b 5.26±0.151 c Peptides produced 

with  flavourzyme 

70.8±1.1 a 111.5±2.1 a 0. 15±0.01 a 01.0±09.0 a 10.63±0.6 a Peptides produced 

with  alcalase 
5 

59.32±0. 4c 101.8±0.5 b 0.12±0.01 ab 01.0±07.0 b 7.13±0.04 b Peptides produced 

with  flavourzyme 
Different letters in each column indicate significant differences between the data (p<0.05) . 

1: Cytotoxic concentration (mg/ml), 2: Absorption inhibitor concentration (mg/ml), 3: Concentration of replication inhibitor 

(mg/ml), 4: Selection index for absorption inhibitor, 5: Selective index for replication inhibitor 

 
 بحث

در تحقیق حاضر بافت خیار دریایی با استفاده از دو آنزیم  
میکروبی آلکالاز و فلاورزایم آبکافت و خواص ضد ویروسی  

از  پپتیدهای   کمتر  وزن  )با  علیه   30حاصل  دالتون(  کیلو 
Herpes simplex    (2و  1)نوع  ،virus   Chikungunya    و

Dengue virus     لیتر  گرم بر میلیمیلی  5و    4در دو غلظت
مورد بررسی قرار گرفت. میزان پروتئین موجود در بافت خیار 

درصد بود که با استفاده از روش آبکافت    13دریایی حدود  
درصد در پودرهای پروتئینی )حاوی    67مقدار به بیش از  این  

زیست نشان پپتیدهای  امر  این  رسید.  دهنده  فعال( 
پروتئین موفقیت تخلیص  جهت  آبکافت  فرایند  بودن  آمیز 

بالاتر است.  در  بافت  آبکافت  درجه  و  پروتئین  میزان  بودن 

ت با استفاده از آنزیم آلکالاز ممکن اس  یپودر آبکافتی تولید
به دلیل فعالیت آنزیمی بیشتر آلکالاز در مقایسه با فلاورزایم  

کلی،    .(Reyhani Poul et al., 2017)باشد   طور  به 
پودرهای تولیدی در پژوهش حاضر نسبت به سایر مطالعات  
بودند.   پروتئین  از  بیشتری  یا  برابر  مقادیر  حاوی  مشابه 

 و   Reyhani Poulپودرهای پروتئینی تولیدی در تحقیق  
( با استفاده از سه آنزیم )فلاورزایم، پاپائین  2017همکاران )
و    Ovissipourدرصد پروتئین داشتند.    71-83و پپسین(،  
( خاویاری  2009همکاران  ماهی  ضایعات  پژوهشی  طی   )

Acipenser persicus    ،را با استفاده از پنج آنزیم آلکالاز
ردند. همه  پروتامکس، فلاورزایم، نئوتراز و تریپسین آبکافت ک

درصد پروتئین   69محتوی بالای  ی  پودرهای پروتئینی تولید
)  Taheriبودند.   همکاران  ضایعات  2013و  آبکافت  از   )
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قزل ماهی  با  ضایعات  پودری  به  آلکالاز  آنزیم  با  آلا 
مقدار    88/ 07/0±32 که  یافتند  دست  پروتئین  درصد 
یک از پودرهای تولیدی در تحقیق  توجهی است و هیچقابل

پروتئین نبودند.  پروتئین  این حد حاوی  تا  هایی که  حاضر 
 Thunnusدقیقه آبکافت اندرونه ماهی تن زرد باله )  90طی  

albacares  پروتامکس و فلاورزایم آلکالاز،  از  استفاده  با   )
به شدند،  دارای  تولید  ، 36/67±2/2،  34/72±3/ 2ترتیب 

 ,.Ovissipour et al)درصد پروتئین بودند    56/1±68/63

(. پروتئین آبکافتی تولیدی از فریم و سر ماهی کپور 2010
درصد پروتئین    68-76معمولی با استفاده از آنزیم نئوتراز  

 Reyhani Poul and Jafarpur, 2017; Reyhaniداشت )

Poul et al., 2017  .) در پژوهش حاضر، پودری که درجه
حاوی آلکالاز(،  با  تولیدی  )پودر  داشت  بیشتری    آبکافت 
مقادیر بالاتری از پروتئین بود )در مقایسه با پروتئین تولیدی  
با آنزیم فلاورزایم(. اما این یک نتیجه مطلق و ثابت نیست.  

مطالعه   در  مثال،  همکاران  Pacheeco-Aguilarبرای  و 
تولید2008) پروتئین  نوع  سه  بین  از  ماهی    ی(  از 

Merluccius productus  و    15،  10های  با درجه آبکافت
تئین مربوط به پودر با درجه درصد، بیشترین مقدار پرو 20

مطالعه    10آبکافت   در  بود.  همکاران   Souissiدرصد  و 
نتیجه 2007) چنین  نیز  از (  برخی  در  البته  شد.  ثبت  ای 

تحقیقات نیز مانند پژوهش حاضر بیشترین مقدار پروتئین  
 Reyhani Polجه آبکافت ثبت شد )در پودری با بالاترین در

and Jafarpur, 2017دلیل ه (. با انجام فرآیند هیدرولیز، ب
پائین،   تجزیه پروتئین و تولید پپتیدهایی با وزن مولکولی 
چربی و مشتقات آن آزاد شده و در فرآیند استخراج جدا می  

چربی    ، بنابراین  .شود درصد  پپتون،  شده  خشک  پودر  در 
 است. بسیار کم 

  نسبتا   خصوص خاکستر، هر چند میزان در این تحقیق  در
وجودولی    ست، بالا میزان    ، این  با  آنزیمی  هیدرولیز  در 

شیمیایی   هیدرولیز  از  کمتر  آن    بوده خاکستر  علت  که 
در هیدرولیز شیمیایی    pHاستفاده از اسید یا باز برای تنظیم  

 .است
به نتایج  پپتیدها  آمده،دستمطابق  مهارکنندگی  ی  اثرات 

از خیار دریایی با آنزیم آلکالاز بالاتر از پپتیدهای    یاستخراج
حاصل با استفاده از آنزیم فلاورزایم بیشتر بود. همچنین با  

از  افزایش   پپتیدها  اثرات میلی  5به    4غلظت  لیتر بر گرم، 
  virus(،2و  1)نوع    Herpes simplexمهارکنندگی آنها بر  

Chikungunya    وDengue virus   بیشتر شد. بنابراین   نیز ،  
در این تحقیق ثابت شد که پپتیدهای مستخرج از بافت خیار  

با ویروسدریایی می های مورد مطالعه مقابله کنند.  توانند 
ویروس ضد  اصل  گوناگونی  پپتیدهای  تحقیقات  بودن 

کید و  أ های گیاهی و حیوانی را تاز بافت  فعال مشتقزیست 
 et orres T ;2005 et al.,Giansantiاند )آن را تائید کرده

., 2017et al., 2013; Chen al  .)Camargo Filho    و
( از 2008همکاران  مشتق  پپتیدهای  ویروسی  ضد  اثر   )

Sorghum bicolor    را علیهHerpes simplex  (HSV-1  )
( خواص ضد 2018و همکاران )  Afifyبررسی و ثابت کردند.  

 Scenedesmusز )ویروسی پپتیدهای مشتق از جلبک سب

obliquus  )  از سه آنزیم پپسین، تریپسین و را با استفاده 
قابلیت مهار  از این پپتیدها  .پاپائین بررسی و گزارش کردند

 برخوردارند. ( 3Coxsackie Bویروس 
ویروس پپتیدهای زیستعلاوه بر ضد  از   فعال مشتقبودن 

  نیز ی  خیارهای دریایی، سایر ترکیبات مستخرج از این آبز
مطالعه   در  دارند.  خاصیتی  همکاران   Huangچنین  و 

ممانعت2013) اثر  سولفات(  کندروتین    1کنندگی 
  HIVتکثیر ویروس    بر شده حاصل از خیار دریایی  فوکوزیله 

بررسی شد. نتایج نشان داد که این ماده مانع از نفوذ ویروس  
آن جلوگیری می  شودمیبه داخل سلول   تکثیر  از  کند.  و 
Farshadpour  ( همکاران  که  2014و  دادند  نشان  نیز   )

اثرات   دارای  sp.  Holothuria  عصاره آبی خیار دریایی گونه
ویروس علیه  قوی  ویروسی  ب  HSV-1  ضد  ررسی است. 

Behroudi  ( همکاران  که  2014و  داد  نشان  عصاره  ( 
استخراجاتیلدی گونه  یاتری  دریایی  خیار  گناد   .H  از 

leucospilota  میکروگرم   1000و    100،  10  های ر غلظتد
است و   HIV-1 قادر به ممانعت از تکثیر ویروسلیتر  بر میلی

سلولیاثر   سلول   سمیت  بر  نیز  میزبان  قوی  در  دارد.  های 
برخی دیگر از تحقیقات به فعالیت ضد باکتریایی ترکیبات  
اشاره شده است. در تحقیق   از خیارهای دریایی  مستخرج 

Farjami  ( اثر ضد باکتریایی عصاره2014و همکاران )  های
از دیواره، روده و    یمتانولی، کلروفرومی و هگزانی استخراج

 
1 Chondroitin sulfate 
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باکت بر  فارس  خلیج  از  صیدشده  دریایی  خیار  ری  گناد 
Escherichia coli    مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد

گرم در لیتر اثر  میلی  10و    5عصاره کلروفرومی در غلظت  
( فعالیت  2014و همکاران )  Adibpourضد باکتریایی دارد.  

باکتری را بر    H. leucospilota ضد باکتریایی خیار دریایی
Staphylococcus aureus    وsBacillus cereu    بررسی

  S. aureusکردند. نتایج نشان داد عصاره خیار دریایی رشد  
می مهار  اما را  باکتری    کند  بر  مهارکنندگی  اثر  B. هیچ 

cereus .ندارد 
 هستند، آب در محلول ترکیبات  هاساپونینکه  جاییآن  از

 دریایی  خیار  آبی هایاصلی عصاره فعال ترکیبات است ممکن

سمیت    .( Althunibat et al., 2013باشند )  H. eduli گونه
 آنها توانایی نتیجه ترپن ساپونینهای تریگلیکوزید سلولی

 منافذ  به که است  غشائی هایبا استرول هاییگروه تشکیل در

 را اسمز سلولی وضعیت هستند. این متصل یونی هایکانال و
برد می بین از را سلولی ءغشا نتیجه در و کندمی تخریب

(Chludil et al., 2003همچنین .) ممکن آلی  هایعصاره 

 تواندمی که باشند هاساپونین از  اضافی مقادیر حاوی است

عصاره  موثری  طور  به  ،(متانول) آلی قطبی هایحلال  وسیلهبه
پروتئین آبکافتی حاصل از خیار  شوند. سمیت سلولی گیری

 ترکیبات جودو به دلیل تواندنیز می حاضر تحقیق دردریایی  

کهتری  ساپونین  سلولی ترپن   باشد.   ،دارند قوی سمیت 

Keshavarz  ساپونین از ترپنتری  پنج (2021همکاران ) و 

 و را جداسازی  H. leucospilotaدریایی   خیار هایگونه
 .کردند گزارش را آنها ویروسی ضد هایفعالیت

ها در  سها و واکنش ویروفعال بر ویروساثر پپتیدهای زیست
ویژگی جمله  از  مختلفی  عوامل  به  پپتیدها  این  های  برابر 

ترکیب   و  نسبت  آبکافت،  درجه  مولکولی،  )وزن  پپتید 
اسیدهای آمینه، طول زنجیره و...(، شرایط تولید )دما، زمان،  

pH  ویروس نوع  و   )... و  سوبسترا  به  آنزیم  نسبت  آنزیم،   ،
 Herpesی،  های مورد بررسبستگی دارد. در بین ویروس

simplex  (HSV-1)  وDengue virus    ترین  ترتیب مقاوم به
ها در برابر پپتیدها بودند. همچنین در ترین ویروس و حساس

تحقیق حاضر، نوع آنزیم مصرفی جهت تولید پپتیدها، درجه 
خاکستر(   و  )پروتئین  شیمیایی  ترکیبات  میزان  و  آبکافت 

توان ادعا کرد  که می  پپتیدها از جمله عوامل احتمالی بودند 

صورت که  یندب  یت ضد ویروسی پپتیدها موثر بودند،بر فعال
تولید و    یپپتیدهای  آبکافت  درجه  یک  با  آلکالاز  آنزیم  با 

با فلاورزایم،    یترکیب شیمیایی متفاوت از پپتیدهای تولید
 دارای فعالیت ضد ویروسی بیشتری بودند. 

زیمی بافت خیار  فعال حاصل از آبکافت آنپپتیدهای زیست

  Herpes simplex  دریایی دارای فعالیت ضد ویروسی علیه

)1-HSV    2و-HSV)  ،virus   Chikungunya  وe Dengu

virus   این ضمن  پپتیدهای  هستند.  در  فعالیت  این  که 

به نوع آنزیم مورد استفاده جهت تولید و    با توجهفعال  زیست 

یدهای  پپت  ،متفاوت است. در پژوهش حاضر  ،غلظت محصول

با آنزیم آلکالاز دارای فعالیت ضد ویروسی بیشتری  یتولید

استخراج پپتیدهای  به  بودند.    از  ینسبت  فلاورزایم  آنزیم 

گرم بر  میلی  5به    4همچنین با افزایش غلظت پپتیدها از  

بنابر  میلی یافت.  افزایش  آنها  ویروسی  ضد  فعالیت  لیتر، 

از    جی فعال استخرا های تحقیق حاضر، پپتیدهای زیستیافته

دریایی   داروسازی  دارای  خیار  در صنایع  استفاده  پتانسیل 

به شرط   هستندجهت تولید ترکیبات طبیعی ضد ویروسی  

مناسبی  آن  چاره  آنها  بالقوه  سلولی  سمیت  آثار  برای  که 

های  اندیشیده شود که تحقق این امر، مستلزم انجام آزمایش

 .استتکمیلی 
 

 تشکر و قدردانی 
دانند از پژوهشکده  تحقیق حاضر بر خود لازم میمحققین  

اکولوژی دریای خزر به جهت در اختیار قراردادن تجهیزات  
 عمل آورند. تخصصی و حمایت مالی، تقدیر و تشکر به 
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Abstract  

Given the concerns regarding the use of synthetic antiviral compounds in the pharmaceutical industry, it 

seems necessary to pay attention to natural sources with antiviral activity. Sea cucumbers are one of these 

sources that numerous physiological  properties are discussed in the scientific community. The present 

study aimed to produce bioactive peptides from Holothuria leucospilota using two microbial enzymes, 

alcalase and flavourzyme, and to evaluate their antiviral activity against Herpes simplex types 1 and 2, 

Chikungunya, and Dengue viruses. The results showed that the whole body of the sea cucumber has about 

13% protein, which this amount reached more than 67% in the resulting hydrolyzed powders. The amount 

of protein, as well as the degree of hydrolysis in the hydrolyzed protein using alcalase enzyme (71.58±0.16 

and 48.37±0.3%, respectively) was higher than the powder produced with flavourzyme (67.88±0.26 and 

41.42±0.6%, respectively) (p<0.05). It was further found that both types of peptides produced at both 

concentrations of 4 and 5 mg/ml have antiviral properties. In this study, the type of enzyme used to 

produce bioactive peptides and also the concentration of peptides had a significant effect on their antiviral 

activity (p<0.05). The peptides produced using alcalase enzyme had significantly more antiviral activity 

against the studied viruses, while increasing the concentration of peptides from 4 to 5 mg/ml led to a 

significant increase in the antiviral activity (p<0.05). Among the studied viruses, Herpes type 1 and 

Dengue virus were the most resistant and susceptible viruses, respectively (p<0.05). According to the 

results of the present study, bioactive peptides extracted from the sea cucumber have the potential to be 

used in the pharmaceutical industry as a natural antiviral compound, however, it is necessary to carry out 

additional tests to evaluate their possible toxicity effects. 
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