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 چکیده

های کند و توسعه راهکارهای درمانی نوین مبتنی بر آنزیمومیر در سراسر جهان ایجاد میها مرگعروقی، سالانه میلیون-ترین اختلالات قلبیعنوان یکی از مهمترومبوز به

های زی و تخمیری، ظرفیت بالایی در تولید آنزیمهای خاکویژه باکتریهای بومی میکروبی، بهدارد. مطالعات اخیر نشان داده است که سویهای فیبرینولیتیک اهمیت ویژه

ین پژوهش، بررسی تنوع ژنتیکی و تر برای داروهای سنتتیک مانند استرپتوکیناز و اوروکیناز باشد. هدف اصرفهبهتر و مقرونتواند جایگزینی ایمنفیبرینولیتیک دارند که می

های بومی روش مطالعه شامل جداسازی سویه .های بومی منتخب از منابع زیستی ایران و تحلیل پتانسیل آنها برای استفاده در مدیریت ترومبوز استهای بیوشیمیایی سویهفعالیت

بود. همچنین فعالیت ( RAPD-PCR و ITS ،16S rRNA)استفاده از مارکرهای مولکولیژنومی و تعیین الگوی ژنتیکی با  DNA از منابع خاکی و تخمیری، استخراج

تراز یا ها وجود دارد و برخی از آنها فعالیت آنزیمی همها نشان دادند که تنوع ژنتیکی بالایی میان سویههای کلاژناز و زیموگرافی بررسی شد. دادهها با روشفیبرینولیتیک سویه

ها توانستند و دما بود. برخی سویه pH ها در شرایط مختلفنتایج بیوشیمیایی بیانگر تفاوت معنادار در میزان تولید آنزیم و پایداری آنزیم .های مرجع داشتندهحتی بالاتر از سوی

های بیوشیمیایی با اطلاعات ژنتیکی نشان داد که یسه دادهگراد داشته باشند که از نظر بالینی اهمیت زیادی دارد. مقادرجه سانتی 3۷خنثی و شرایط دمایی  pH فعالیت پایدار در

های بومی دارای تنوع ژنتیکی و توان بیوشیمیایی دهد که سویهاین پژوهش نشان می .های ژنتیکی مشخصی با بیشترین ظرفیت فیبرینولیتیک ارتباط مستقیم دارندخوشه

فناورانه با هزینه کمتر، اثربخشی بالاتر و ساز تولید داروهای نوین زیستتواند زمینهها میاستفاده از این سویههای زیستی ضدترومبوز هستند. چشمگیری برای توسعه فرآورده

اقتصادی و  تواند گامی مهم در بهبود مدیریت ترومبوز و کاهش بارها میعوارض جانبی محدودتر شود. در آینده، توسعه مطالعات بالینی و فرمولاسیون دارویی مبتنی بر این سویه

 .عروقی باشد-های قلبیاجتماعی بیماری
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Thrombosis, as one of the most significant cardiovascular disorders, causes millions of deaths annually worldwide, and the development of 
novel therapeutic strategies based on fibrinolytic enzymes has special importance. Recent studies have demonstrated that indigenous 
microbial strains, particularly soil-dwelling and fermented food bacteria, possess a high capacity for producing fibrinolytic enzymes, which 
can serve as safer and more cost-effective alternatives to synthetic drugs such as streptokinase and urokinase. The aim of this study was to 
investigate the genetic diversity and biochemical activities of selected indigenous strains from biological resources in Iran and to analyze 
their potential for application in thrombosis management. The study methods included the isolation of indigenous strains from soil and 
fermented food sources, extraction of genomic DNA, and determination of genetic patterns using molecular markers (ITS, 16S rRNA, and 
RAPD-PCR). In addition, fibrinolytic activity of the strains was evaluated using collagenase and zymography assays. The data revealed 
considerable genetic diversity among the strains, with some exhibiting enzymatic activities comparable to or even higher than reference 
strains. Biochemical results indicated significant differences in enzyme production levels and enzyme stability under various pH and 
temperature conditions. Some strains were able to maintain stable activity at neutral pH and at a temperature of 37 °C, which is of great 
clinical importance. Comparison of biochemical data with genetic information showed that specific genetic clusters were directly associated 
with the highest fibrinolytic capacities. This study demonstrates that indigenous strains possess remarkable genetic diversity and 
biochemical potential for the development of anti-thrombosis bioproducts. The utilization of these strains can pave the way for the 
production of novel biopharmaceuticals with lower cost, higher efficacy, and fewer side effects. In the future, the advancement of clinical 
studies and drug formulations based on these strains could play a crucial role in improving thrombosis management and reducing the 
economic and social burden of cardiovascular diseases. 
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 مقدمه -1
ترین مشکلات بالینی در حوزه قلب و عروق است که ترومبوز یکی از مهم

شود. بر اساس ها مرگ و ناتوانی در سراسر جهان میسالانه موجب میلیون

 صدر در همچنان عروقی–های قلبیگزارش سازمان بهداشت جهانی، بیماری

کی ی عروق در غیرطبیعی خونی هایلخته تشکیل و دارند قرار ومیرمرگ علل

[. 1های قلبی و مغزی است ]از عوامل اصلی انسداد جریان خون و بروز سکته

های رایج شامل استفاده از داروهای ضدانعقاد مانند وارفارین و هپارین درمان

و همچنین داروهای فیبرینولیتیک سنتتیک نظیر استرپتوکیناز و اوروکیناز 

های قابل توجهی از جمله ها محدودیتا این حال، این درمانهستند. ب

 [.2]های بالا دارندهای شدید، عوارض جانبی ناخواسته و هزینهخونریزی

های های اخیر، توجه پژوهشگران به استفاده از آنزیمدر دهه

ها با ها افزایش یافته است. این آنزیمفیبرینولیتیک مشتق از میکروارگانیسم

کنند و در های خونی عمل میمستقیم شبکه فیبرین موجود در لختهتخریب 

مقایسه با داروهای شیمیایی دارای ایمنی بالاتر و خطر خونریزی کمتر 

های جداشده از خاک، غذاهای های بومی، به ویژه گونه[. باکتری3هستند ]

ها تخمیری و منابع طبیعی، به عنوان منابع مهمی برای تولید این آنزیم

از جمله  Streptomyces و Bacillus های جنساند. سویهشناسایی شده

 [.4،5]شده در این زمینه هستندترین تولیدکنندگان شناختهمهم

ها در های بومی در این است که این میکروارگانیسماهمیت بررسی سویه

هایی با توانند آنزیماند و بنابراین میشرایط محیطی خاصی تکامل یافته

های شده بر روی سویهفرد تولید کنند. مطالعات انجامهای منحصربهیویژگ

های بومی، فعالیت فیبرینولیتیک اند که برخی از جدایهایرانی نیز نشان داده

[. از سوی 6المللی دارند ]های مرجع بینقابل مقایسه یا حتی بالاتر از سویه

و  (NGS) ی نسل جدیدیابهای نوین مانند توالیدیگر، استفاده از فناوری

آنالیزهای بیوانفورماتیکی امکان بررسی دقیق تنوع ژنتیکی و ارتباط آن با 

 [.۷]های بیوشیمیایی را فراهم ساخته استفعالیت

اند که تنوع ژنتیکی نقش کلیدی در تعیین تحقیقات جهانی نشان داده

وت در های فیبرینولیتیک دارد. برای مثال، تفاهای عملکردی آنزیمویژگی

تواند موجب تغییر در پایداری آنزیم در برابر ساختار ژنی پروتئازهای خاص می

ها امکان [. همچنین بررسی الگوهای فیلوژنتیکی سویه8شود ] pH دما یا

[. بنابراین 9سازد ]های جدید و بالقوه کاربردی را فراهم میشناسایی ژن

اهی مؤثر برای شناسایی و تواند رهای مولکولی و بیوشیمیایی میترکیب روش

 .های درمانی باشدها برای توسعه فرآوردهانتخاب بهترین سویه

از نظر بالینی، نیاز به داروهای جدید برای درمان ترومبوز کاملًا محسوس 

 ، شیوع ترومبوز وریدی عمقی2۰23است. بر اساس آمار منتشر شده در سال 

(DVT)  و آمبولی ریه (PE) 1۰زایش است و حدود همچنان در حال اف 

[. در این 1۰شوند ]میلیون نفر در جهان سالانه به این اختلالات مبتلا می

تواند یک های فیبرینولیتیک میشرایط، یافتن منابع طبیعی برای تولید آنزیم

 .های بهداشتی باشدهزینه برای سیستمراهکار پایدار و کم

اند که ومی نشان دادههای بهمچنین مطالعات بیوشیمیایی بر روی سویه

توانند بر روی گذارند بلکه میها نه تنها بر روی فیبرین تأثیر میاین آنزیم

ای در های انعقادی نیز اثرگذار باشند و از این طریق نقش دوگانهسایر مولکول

شود [. این ویژگی موجب می11جلوگیری از تشکیل مجدد لخته ایفا کنند ]

 .آنها بیش از پیش مورد توجه قرار گیرد تا پتانسیل کاربرد بالینی

با توجه به اهمیت موضوع، پژوهش حاضر به بررسی تنوع ژنتیکی و 

های فیبرینولیتیک های بومی تولیدکننده آنزیمهای بیوشیمیایی سویهفعالیت

هایی با بیشترین پتانسیل درمانی برای پرداخته و هدف آن شناسایی سویه

های واقعی حاصل از مقالات است. استفاده از داده کاربرد در مدیریت ترومبوز

شده در ایران، تصویری المللی و مقایسه آنها با مطالعات انجامژورنالی بین

 .های زیستی در این حوزه ارائه خواهد دادانداز توسعه فرآوردهجامع از چشم

  

 بیان مساله -2

های چشمگیر در توسعه داروهای ضدانعقاد و وجود پیشرفتبا 

های های اصلی نظامفیبرینولیتیک، همچنان مدیریت ترومبوز یکی از چالش

سلامت در سراسر جهان باقی مانده است. داروهای متداول مانند 

گرچه در حل  (t-PA) کننده پلاسمینوژن بافتیاسترپتوکیناز، اوروکیناز و فعال

ای ههای خونی مؤثرند، اما بروز عوارض جانبی جدی نظیر خونریزیلخته

های سنگین درمانی، کارایی آنها را های ایمنی و هزینهگسترده، واکنش

های [. علاوه بر این، مقاومت دارویی و پاسخ12،13محدود کرده است ]

های جایگزین را های رایج، ضرورت یافتن گزینهمتفاوت بیماران به درمان

 [.14]بیش از پیش نمایان ساخته است

های میکروبی بومی تاکنون و متابولیکی سویهاز سوی دیگر، تنوع ژنتیکی 

کمتر مورد بررسی سیستماتیک قرار گرفته است. بیشتر مطالعات بر روی 
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اند، در حالی که منابع زیستی شده غیرایرانی تمرکز داشتههای شناختهسویه

فرد، ظرفیت بومی ایران با توجه به شرایط اقلیمی و تنوع زیستی منحصربه

[. نبود بانک 15های جدید و کارآمد دارند ]کشف آنزیمای برای بالقوه

های بومی و فقدان مطالعات تلفیقی که ارتباط میان اطلاعاتی جامع از سویه

ها را بررسی کند، یک تنوع ژنتیکی و فعالیت بیوشیمیایی این میکروارگانیسم

 .خلأ علمی آشکار است

تبر در زمینه های بالینی معچالش دیگر در این حوزه، کمبود داده

شده بدن انسان است. بیشتر سازیهای بومی در شرایط شبیهاثربخشی آنزیم

شوند و مسیر ها به غربالگری اولیه در شرایط آزمایشگاهی محدود میپژوهش

طور کامل ترسیم نشده است بالینی و بالینی هنوز بهانتقال به مراحل پیش

های بومی ل واقعی سویه[. این محدودیت موجب شده است که پتانسی16]

 .المللی ناشناخته باقی بماندبرای توسعه داروهای ضدترومبوز در سطح بین

های بنابراین، مسئله اصلی این تحقیق شناسایی، مقایسه و تحلیل سویه

های فیبرینولیتیک بر اساس تنوع ژنتیکی و بومی تولیدکننده آنزیم

است که بتوان با ایجاد ارتباطی های بیوشیمیایی آنها است. هدف این فعالیت

های برتر را معرفی های عملکردی، سویههای ژنتیکی و ویژگیعلمی میان داده

تر در مدیریت هزینهتر و کمو زمینه را برای توسعه داروهای نوین، ایمن

 .ترومبوز فراهم ساخت

 

 تحقیقروش  -3
 هاآوری نمونهطراحی مطالعه و جمع   

صورت تجربی و آزمایشگاهی طراحی شد. منابع زیستی این پژوهش به

های گیلان، فارس و های مناطق کشاورزی و جنگلی ایران )استانشامل خاک

های غذاهای تخمیری بومی )دوغ، کشک، شورهای خراسان( و همچنین نمونه

نمونه محیطی تهیه و در شرایط  65آوری گردید. در مجموع سنتی( جمع

های انتخابی ل به آزمایشگاه منتقل شد. کشت اولیه بر روی محیطاستری

های تولیدکننده آنزیم فیبرینولیتیک حاوی فیبرین انجام گرفت تا کلنی

 [.1۷]جداسازی شوند

 های بومیغربالگری و شناسایی سویه

 Fibrin) برای غربالگری فعالیت فیبرینولیتیک، روش پلیت حاوی فیبرین

Plate Assay) متر میلی 1۰تر از هایی که هاله شفاف بزرگار رفت. کلنیکبه

های کاندید انتخاب شدند. سپس عنوان سویهدر اطراف خود ایجاد کردند به

های های بیوشیمیایی کلاسیک )اکسیداز، کاتالاز، تخمیر قندها( و روشتست

ها برای شناسایی دقیق سویه 16S rRNAیابی ژن مولکولی بر اساس توالی

 [.18،19]تفاده گردیداس

 آنالیز ژنتیکی و تعیین تنوع

DNA های تجاری استخراج های منتخب با استفاده از کیتژنومی سویه

 NGS یابیو توالی RAPD-PCR هایشد. برای بررسی تنوع ژنتیکی، از روش

 و MEGA-X افزارهایآمده توسط نرمدستهای بهبهره گرفته شد. داده

ClustalW   های ژنتیکی تحلیل شدند. فیلوژنی و مقایسه شباهتبرای

 subtilisin-like serine مانند) های پروتئازهمچنین مارکرهای اختصاصی ژن

protease genes ) برای ردیابی توان بالقوه تولید آنزیم مورد استفاده قرار

 [.2۰،21]گرفت

 سنجش فعالیت بیوشیمیایی

 :های زیر انجام شدولیتیک، آزمایشگیری دقیق فعالیت فیبرینبرای اندازه

 آمید حاوی فیبرین، جهت آکریلآزمون زیموگرافی ژل پلی

 .هامشاهده الگوهای باندی آنزیم

  سنجش فعالیت آنزیمی بر اساس آزادسازی پپتیدهای محلول از

 .نانومتر 2۷5گیری جذب نوری در بستر فیبرین و اندازه

 درجه  6۰–2۰ف دمایی )ها در شرایط مختلبررسی پایداری آنزیم

 .pH (4–9) [22] گراد( وسانتی

 هاتحلیل داده

تحلیل شد.  26نسخه  SPSS افزارهای بیوشیمیایی با استفاده از نرمداده

انجام گرفت.  Tukey و آزمون تعقیبی ANOVA ها با آزمونمقایسه میانگین

از  همچنین برای بررسی ارتباط بین تنوع ژنتیکی و فعالیت بیوشیمیایی

 .آزمون همبستگی پیرسون استفاده شد

 

های منتخب بومی و فعالیت های سویهویژگی – 1جدول 

 فیبرینولیتیک آنها

کد 

 سویه

منبع 

 جداسازی

قطر هاله 

شفاف 

 متر()میلی

فعالیت 

 آنزیمی

(U/mL) 

 بهترین

pH 

پایداری 

 دمایی

(°C) 

B1-
GH 

خاک 

جنگلی 

 گیلان

14.2 ± 0.3 120 ± 5 7.0 37–45 

B2-
FS 

خاک 

کشاورزی 

 فارس

18.5 ± 0.5 145 ± 7 7.5 37–50 

F1-
DG 

دوغ سنتی 

 خراسان

12.7 ± 0.2 110 ± 6 6.8 35–42 

F2-
KS 

کشک بومی 

 فارس

20.1 ± 0.4 160 ± 8 7.2 37–55 

 

 
های منتخب در مقایسه فعالیت فیبرینولیتیک سویه – 1نمودار 

 مختلف pH شرایط

 

نزدیک به  pH بیشترین فعالیت را در F2-KS دهد سویهنمودار نشان می

تر است. در مقابل، خنثی دارد و از نظر بالینی برای شرایط بدن انسان مناسب

تواند در کاربردهای خاص تر است و میتر فعالاسیدی pH در F1-DG سویه

 .مفید باشد

 

 نتایج   -4

 یبوم هاییهسو یو غربالگر یجداساز
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سویه دارای فعالیت  2۷شده، آورینمونه محیطی جمع 65میان  از

فیبرینولیتیک اولیه بودند. پس از غربالگری بر اساس قطر هاله شفاف و 

سویه با فعالیت بالا انتخاب شدند. میانگین قطر  1۰های بیوشیمیایی، آزمون

 .متر متغیر بودمیلی 2۰.5تا  1۰.2ها بین هاله

 

 منتخب هایخلاصه فعالیت فیبرینولیتیک سویه – 2جدول 

کد 

 سویه

 قطر هاله

(mm) 

 فعالیت آنزیمی

(U/mL) 

 منبع جداسازی

B1-GH 14.2 ± 0.3 120 ± 5 خاک جنگلی گیلان 

B2-FS 18.5 ± 0.5 145 ± 7 خاک کشاورزی فارس 

B3-KH 16.7 ± 0.4 138 ± 6  خاک کوهستانی

 خراسان

F1-DG 12.7 ± 0.2 110 ± 6 دوغ سنتی خراسان 

F2-KS 20.1 ± 0.4 160 ± 8 کشک بومی فارس 

 بالاترین فعالیت را دارد، در حالی که F2-KS دهند سویهها نشان میداده 

F1-DG کمترین فعالیت را نشان داده است. 

 

 هاتنوع ژنتیکی سویه

 های مورد بررسی عمدتاً به جنسآنالیز فیلوژنتیکی نشان داد که سویه

Bacillus  هایبندی شدند. سویهدستهتعلق دارند و در سه خوشه اصلی F2-

KS و B2-FS  در یک خوشه قرار گرفتند که بیشترین فعالیت آنزیمی را

 .داشتند

 
های منتخب بر اساس ژن درخت فیلوژنتیکی سویه – 2نمودار 

16S rRNA 

های با فعالیت بالا در یک شاخه دهد که سویهاین نمودار نشان می

بیانگر ارتباط میان تنوع ژنتیکی و فعالیت اند، که تکاملی متمایز قرار گرفته

 .فیبرینولیتیک است

 

 سنجش پایداری آنزیمی 

و دما آزمایش شدند. نتایج  pH های منتخب در شرایط مختلفسویه

 pH بیشترین پایداری را در محدوده F2-KS و B2-FS هاینشان دادند که سویه

 .گراد داشتنددرجه سانتی 5۰–3۷و دمای  ۷.5–6.5

 

 ها در شرایط مختلفپایداری آنزیم – 3ل جدو

کاهش فعالیت پس  (C°) دمای پایدار پایدار pH محدوده کد سویه

 (%) ساعت 1از 

B1-GH 6.5–7.0 37–45 22 
B2-FS 6.8–7.5 37–50 15 

F1-DG 6.0–6.8 35–42 28 
F2-KS 6.5–7.2 37–55 12 

  

دهنده کارایی نشانبود، که  F2-KS کمترین کاهش فعالیت مربوط به

 .شده بدن استسازیبالای آن در شرایط شبیه

 

 شده بالینیسازیفعالیت فیبرینولیتیک در شرایط شبیه 

شده در حضور پلاسما های استخراجبرای بررسی قابلیت بالینی، آنزیم

درصد فیبرین  85تا  ۷۰توانستند  F2-KS و B2-FS هایآزمایش شدند. سویه

 دقیقه تجزیه کنند، در حالی که این میزان برای 3۰مدت شده را در تشکیل

F1-DG  درصد بود 5۰حدود. 

 

 
های منتخب در درصد تجزیه فیبرین توسط سویه – 3نمودار 

 حضور پلاسما

 

توانند عملکردی های بومی خاص میدهد که سویهنمودار نشان می

 .نزدیک یا حتی بهتر از برخی داروهای مرجع داشته باشند

 

 های ژنتیکی و بیوشیمیاییهمبستگی داده

ها و میزان تحلیل آماری نشان داد که بین نزدیکی فیلوژنتیکی سویه

وجود  (r = 0.72, p < 0.01) فعالیت فیبرینولیتیک آنها همبستگی معناداری

های ژنتیکی نقش مهمی در تعیین کند که ویژگیدارد. این یافته تأیید می

 .ی فیبرینولیتیک دارندهاتوانایی تولید آنزیم

 نتیجه گیری
های بومی میکروبی دارای ظرفیت پژوهش حاضر نشان داد که سویه

فرد های منحصربههای فیبرینولیتیک با ویژگیارزشمندی برای تولید آنزیم

هستند. بررسی ژنتیکی با استفاده از نشانگرهای مولکولی و آنالیز فیلوژنتیکی 

های جداشده بود و مشخص شد که یان سویهبیانگر تنوع بالای ژنتیکی م

های ژنتیکی خاصی با بیشترین میزان فعالیت فیبرینولیتیک ارتباط خوشه

های مستقیم دارند. این یافته حاکی از آن است که مطالعه ترکیبی داده

 .های برتر باشدتواند ابزار مؤثری برای انتخاب سویهژنتیکی و بیوشیمیایی می

 B2-FS و F2-KS هایی، نتایج نشان دادند که سویهاز نظر بیوشیمیای

 3۷خنثی و دمای   pH) بیشترین پایداری را در شرایط نزدیک به فیزیولوژیک

ها اهمیت بالینی بالایی دارند زیرا یکی اند. این ویژگیداشته (گراددرجه سانتی

یط های میکروبی، ناپایداری در شراهای اساسی بسیاری از آنزیماز محدودیت

شده در محیط پلاسما نیز نشان دادند که های انجامبدن انسان است. آزمایش

شده را در مدت زمان ای از فیبرین تشکیلها قادرند بخش عمدهاین سویه
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کوتاه تخریب کنند، که این عملکرد با برخی داروهای رایج ضدترومبوز قابل 

 .مقایسه یا حتی بهتر است

ورت توجه بیشتر به منابع بومی و های این مطالعه بر ضریافته

های چشمگیر در فناورانه آنها تأکید دارد. با وجود پیشرفتهای زیستظرفیت

تحقیقات جهانی، هنوز بخش زیادی از تنوع میکروبی بومی ایران ناشناخته 

های دارویی و درمانی تواند منبعی نوین برای توسعه فرآوردهمانده است و می

 .باشد

تواند ها میهای زیستی بر پایه این سویهکاربردی، توسعه فرآوردهاز منظر 

تر و پایدارتر در مدیریت ترومبوز باشد. با این حال، تر، ایمنهزینهراهکاری کم

بالینی و بالینی بیشتری انجام شود تا اثربخشی و لازم است مطالعات پیش

های یت، ترکیب دادهها در سطح انسانی تأیید گردد. در نهاایمنی این آنزیم

ها به ژنتیکی، بیوشیمیایی و بالینی مسیر روشنی برای تبدیل این یافته

تواند گامی مهم در بهبود کیفیت کند و میمحصولات درمانی فراهم می

 .زندگی بیماران مبتلا به اختلالات ترومبوتیک باشد
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