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 چکیده

 هایمراقبت هایهزینه و همچنین ضرورت برکاهش متعدد، هایبیوتیک یبه آنت مقاوم میکروبی هایارگانیسم اظهوروافزایشب :زمینه و هدف

های کمتر به نیازی گریز ناپذیر برای جوامع بشری امروزی تبدیل شده است. ما در این مطالعه سنتز بهداشتی، تولید مواد ضد میکروبی با هزینه

این نانوذرات سازگار با محیط زیست  م داده و به بررسی خواص آنتی باکتریالبا استفاده از آنزیم آلفا آمیلاز باکتریایی انجارا نانو ذره نقره 

  .نقره به عنوان یک فلز ضد انگل شناخته شده بودفلزاتی مثل مس و  از دوران باستان،  .پرداختیم

رات سنتز شده به منظور بررسی اثر نانوذرات نقره به روش زیستی با استفاده از آنزیم آلفاآمیلاز باکتریایی سنتز شدند، سپس نانوذ ها:روش

 ها محاسبه شد.های مختلف باکتری بیماریزا مطالعه شدند و کمترین غلظت مهارکنندگی آنحاوی سویه LBضدباکتریایی، به محیط کشت 

فعالیت خوبی دادند و نانوکتر را نشان  22تا  42اندازه ای حدود  SEMو  DLSبر اساس مطالعات نانوذرات تولید شده با این روش  ها:یافته

 های ما از بین رفتند.تمام باکتری 422به طوری که در غلظت  داشتند,گرم مثبت وگرم منفی  زایبیماری هایبر ضدباکتری

. (1)ی کمتری و پایداری بالاتری استهای شیمیایی و فیزیکی دارای هزینهروش بیوسنتز ذرات نانو نسبت به سایر روش گیری:نتیجه

 توانند کاربرد پزشکی خوبی داشته باشند. نانوذرات نقره با توجه به فعالیت خوب آنتی باکتریال، می

 سنتز زیستی ؛آنزیم آلفا آمیلاز  ؛اثرات آنتی باکتریال  ؛نانوذره نقره  :مات کلیدیکل

 

 مقدمه
باشد. پودر ی سفید و براق فلزی مینقره عنصر

، پدر علم پزشکی (Hippocrates) نقره به نظر هیپوکراتیس

نوین، دارای اثرات شفادهندگی و ضدمریضی بوده و در 

ترکیبات نقره به  ها قرار داشت.لیست درمانی برای زخم

های عفونی در جنگ عنوان سلاح اصلی در مقابل زخم

ها تولید شدند. در ی بیوتیکجهانی اول بود تا اینکه آنت

پزشکان متخصص آلمانی، محلول چشمی یک  1884سال 

 اصیلمقاله 
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 Gonococcalدرصد نیترات نقره را برای جلوگیری از 

Ophthalmia Neonatorum معرفی نمودند که گفته می-

ی علمی مستند برای کاربردهای پزشکی اولین مقالهشود، 

، نقره برای های گذشتهاز زمان امپراطوری باشد.نقره می

در قرن  شد.محافظت آب آشامیدنی از آلودگی استفاده می

های نقره را برای جلوگیری از ه، مهاجران به آمریکا تک18

انداختند.طی جنگ جهانی اول، آلودگی شیر در آن می

-برای حفاظت جراحات از عفونت، ورقه نقره به کار می

 روشی که کماکان استفاده می شود.در دهه .(1)رفت

ای را برای حفظ پاکیزگی آب ، ناسا مخازن نقره1791

برد، این کاربردها امیدنی در سفینه فضایی به کار میآش

دهند. تیک و ضد باکتری نقره را نشان میبیوخواص آنتی

، از نقره کمتر در 21ها در قرن بیوتیکبا کشف آنتی

تماس طولانی مدت با نقره و  اهداف پزشکی استفاده شد،

ناپذیر در های برگشتات نقره سبب ایجاد لکهترکیب

پوست و چشم گردید و عدم توانایی در از بین بردن این 

مشکلات باعث شد که استفاده از نقره به فراموشی سپرده 

 .(1)شود

طی قرن اخیر به خاطر استفاده بیش از حد آنتی 

که از  VRSAوMRSA ها نظیر بیوتیک ها،برخی باکتری

-ها مقاومت پیدا کردهها هستند، نسبت به آناستافیلوکوک

به عنوان  های زیستیآنتی بیوتیک آسیب پذیریاند.

نقره را زنده  یبیوتیک،دوباره علاقه به خواص آنتیدارو

یشرفت علم نانو و ایجاد نانوذرات نقره با پ کرده است.و

با داشتن خواص و مورفولوژی جدید، نقره توانست 

ها بار دیگر به زیابد و نگاهجایگاه از دست رفته خود را با

. (3, 2)سمت نقره و خواص ضد باکتری آن معطوف گردد

-با افزایش نسبت سطح به حجم نانوذرات فلزی نقره، می

-توان خواص فیزیکی و شیمیایی آن را تغییر داد و کارایی

می ها افزایش بخشید. به نظر شان را در نابودی باکتری

در ییجلورو به  و که نانوذرات فلزی نقره، نقش مهم رسد

 .(4)بازی خواهند کرد درآینده هامیکروب مبارزه علیه

های شیمیایی و فیزیکی نانوذرات نقره از روش

برای توانند میها شوند، اما اکثر این روشمختلفی سنتز می

 مواد جانبیبه علت تولید  سلامتی انسان و محیط زیست

ای هایی پرهزینهو معمولا روشباشند آسیب رسان ،مضر

می  های زیستی. بیوسنتز نانوذرات توسط روشهستندنیز

ناشی از  مشکلات غلبه بر  جایگزین مناسبی برایتوانند

سازگاری که  رسدو به نظر میباشندهای سنتزیروش سایر

 .(6, 5)بهتری با بدن داشته باشند

 

 روش کار

 های ویژگی تعیین و سنتز زیستی نانوذرات نقره .1,4

 شده تولید نانوذرات

حاصل از  مقداری از آنزیم آلفاآمیلاز خالصابتدا 

در  KC693767.1که با کد  ,Bacillus sp. ASM1 باکتری 

را همراه با ثبت شده است,  ncbiپایگاه بانک ژنی در 

در  (3AgNoنیترات نقره )از  غلظت نهایی یک میلی مولار

 ساعت قرار دادیم 41درجه به مدت  81انکوباتور در دمای

 اینجا در باید نقره اضافه نشد. هد نیتراتبه شادر حالیکه 

 درجه 81 دمای در شده خالص آمیلاز آنزیم که نمود بیان

 را خود فعالیت از قسمت عمده ای هنوز هم سانتیگراد

با مشاهده اولین تغییر رنگ نمونه ها نسبت  میکند.  حفظ

خوانده شد.  UV-visبه شاهد با دستگاه اسپکتروسکوپی 

از زرد کمرنگ به قهوه ای نشان دهنده تغییر رنگ محلول 

پس از است.  0Agبه   Ag+تشکیل نانوذرات نقره و احیا 

تکمیل فرایند تولید نانوذرات, محلول کلوئیدی حاصل با 

و محلول جدا  rpm18111استفاده از سانتریفیوژ در 

رویی دور ریخته شد. بعد با آب دیونیزه سه بار 

نانوذرات ته نشین شده سانتریفیوژ را تکرار نمودیم تا 

پراکنده شوند. در نهایت سوسپانسیون تولید شده خشک 

  شد و برای مطالعات بیشتر استفاده شد.

 طیف کمک در ابتدا بهبرای شناسایی نانوذرات 

 ی¬ناحیه که nm 500 تا nm 400 ی دربازه جذبی سنجی

تولید زیستی نانوذرات را  است، نقره ی نانوذره جذب

در ادامه برای تعیین اندازه نانوذرات نقره  بررسی نمودیم.



 ملانیا و همکاران
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استفاده  (DLS) نور دینامیـکی پراکنـدگی روشاز روش 

 633 موج طول با مرئی نور تابش از استفاده با. نمودیم

 ذرات ی¬اندازه شده، حل آب در که نمونه به نانومتر

همچنین با استفاده از میکروسکوپ الکترونی  .آمد بدست

(SEMشکل و اندا ) زه نانو ذرات، از سوی شرکت سازنده

 .بررسی و تعیین گردید

 میکروبی نانوذرات نقره ضد آزمون. 4,4

 آزمایشات انجام جهت استفاده مورد باکتریهای

 و (ATCC 25922) اشرشیاکلای شامل باکتریایی ضد

 که بودند( ATCC 25923) اورئوس استافیلوکوکوس

 از باکتریها این. بودند شده نگهداری خشک فریز بصورت

شده  تهیه پزشکی دانشکده میکروبیولوژی آزمایشگاه

  های  محیط  روی  بر  باکتریایی  های  نمونه بودند.

مجددا  آگار بلاد و آگار سالت مانیتول اختصاصی کشت

 39انکوباسیون در دمای  مدت طی از پس شدند. کشت

 سوسپانسیون تهیه برای باکتریای نمونه از درجه سانتیگراد،

  گرم  باسیل  اشریشیاکلی(.  8, 9شد ) استفاده باکتریایی

مسمومیت  و عفونت ها از بسیاری عامل  که  است  منفی

 می باشد. استافیلوکوک ادراری عفونت به ویژه ها

که  است اختیاری هوازیبی و مثبت گرم کوکسی اورئوس

 هایعفونت کننده ایجاد شایع عامل 5 از یکی عنوان به

 جراحی از پس زخم هایعفونت ویژه به یبیمارستان

 .است

)حداقل غلظت  MIC برای تعیین پارامتر 

در این  Broth Microdilutionی رشد( از روش بازدارنده

-بدین منظور ابتدا محلول نیم مک .تحقیق استفاده گردید

 لیتر میلی هر در باکتری عدد 1-5/1× 118) فارلند

(Colony-Forming Unit (CFU) گردید. به این  تهیه

-از باریوم %1,195یعنی  1ی ترتیب که محلول شماره

یعنی  2ی( و محلول شمارهO22H.2BaClکلراید دوآبه )

-میلی 1,5( تهیه شد. سپس 4SO2Hاسیدسولفوریک ) 1%

لیتر از محلول میلی 77,5به  1ی لیتر از محلول شماره

د فارلنمکاضافه شد. محلول حاصل محلول نیم 2ی شماره

کشت با این ی پیشی جذب نمونهاست و از مقایسه

-توان برای تخمین تعداد سلولنانومتر می 621محلول در 

 در جذب میزان و های باکتری در حین القا استفاده کرد

ی پس از تهیه. (11, 7)شد   تنظیم 18/1 – 1/1 محدوده

-های آزمایش و ایجاد غلظتهای مورد نیاز در لولهمحیط

-ی نقره با استفاده از روش رقیقلف نانوذرههای مخت

-کردن محیط کشت فاقد باکتری به پیشسازی، با اضافه

-کشت به کدورت محلول نیم مککشت، کدورت پیش

 511فارلند رسانده شد. سپس از این محیط به مقدار 

ی فاقد های کشت اضافه شد. یک لولهمیکرولیتر به محیط

ها داده شد. سپس این لولهنقره هم به عنوان کنترل، کشت 

به  rpm181 و هوادهی  C°39در انکوباتور در دمای 

ساعت قرار داده شدند. پس از گذشت این  24مدت 

ها در هرکدام از این لوله به زمان، رشد قابل رویت باکتری

ی رشد در عنوان معیاری از حداقل غلظت متوقف کننده

 .شدندنظر گرفته 

 

 نتایج

 نقرهتولید نانو ذرات  .1,2

آلفا آمیلاز  آنزیم توسط نقره نانوذرات تولید

-UVاز اینکار برای. گرفت قرار بررسی خالص مورد

Visible  جهانی گزارشات با آن نتایج که شد استفاده 

 قله یک دارای نقره نانوذرات جذبی طیف. دارد مطابقت

  411-511 جذب موج درطول پهن سطحی پلاسمونی

 426ید پلاسمون سطحی در جذب تشد .باشند می نانومتر

 نانومتر برای نانوذرات نقره رخ میدهد.

 که است فیزیکی روشی دینامیکی نور پراکندگی

 و ها محلول در موجود ذرات توزیع تعیین برای

 و غیرمخرب روش این. شود می استفاده سوسپانسیون

 نانومتر چند ی محدوده در ذرات اندازه تعیین برای سریع

 با ذراتی اخیر، های فناوری در. رود می کار به میکرون تا

 گیری اندازه قابل روش این با نیز نانومتر از کمتر قطر

. دارد بستگی ذره با نور برهمکنش به روش این.هستند
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 سوسپانسیون در موجود نانوذرات بوسیله شده پراکنده نور

 داده ارتباط ذره قطر به تواند می که کند می تغییر زمان با

 21 بین ما ذرات اندازه به DLS از آمده بدست نتایج. شود

 روش امروزه .داد نشان ما به خوبی به را نانومتر 41 تا

 دارد وجود نانو مواد آنالیز و شناسایی جهت مختلفی های

 میکروسکوپی های روش آنها، ترین معروف از یکی که

 از که SEM روبشی الکترونی میکروسکوپ. باشد می

 ترین معروف از است، الکترونی های میکروسکوپ گروه

 تصاویر در .رود می شمار به میکروسکوپی های روش

 به نقره نانوذرات که است شده داده نشان میکروسکوپی

 نانوذرات. اند¬شده ساخته کمپلکس و مجزا صورت

 محدوده. هستند کروی یکسان مورفولوژی دارای تولیدی

 بر. باشد¬می نانومتر 41 تا  21 بین ما ذرات ی اندازه ی

 25 ذرات ی¬اندازه متوسط شده مشاهده تصاویر مینای

 آنالیز از حاصل نتایج با بخش این نتایج. است نانومتر

DLS دارد مطابقت. 

 . تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی4,2

که  (311-211-111)های مختلف نانوذره غلظت

بعد از .بدست آمد، انتخاب شد MICبر اساس مقدار 

های های باکتری، در زمانانوذرات به سلولاضافه نمودن ن

ها خوانده شد و نمودار رشد مختلف میزان جذب سلول

ها نسبت به زمان بدست آمد. در این مرحله از یک باکتری

لوله به عنوان کنترل نیز استفاده گردید که فاقد نانوذره 

 1-3بدست آمده در جدول MBCو MICمقدار  نقره بود.

بدست آمده  MICبر اساس مقدار  .نشان داده شده است

 A ,3-3 )شکل های فوق بدست آمدمنحنی رشد باکتری

 . (Bو 

تیمارشده با  های  باکتریمنحنی رشد سلول

توانند رشد و دهد که نانوذرات مینانوذره نقره نشان می

های باکتری را مهار کنند. منحنی رشد باکتری تولید سلول

S.aureus 211های باکتری با ولدهد رشد سلنشان می 

 مهار شده و بعد نقره ماکروگرم بر میلی لیتر نانوذره 311و 

-های باکتری از بین رفتهی سلولساعت تقریبا همه 11 از

 نقرهنانوذره  111های باکتری با اند. منحنی رشد سلول

کاهش سرعت رشد را در مقابل گروه کنترل به خوبی 

 E.Coliرد منحنی رشد باکتری دهد. در مونشان می

ساعت تقریبا تمامی  12مشاهده شد که بعد گذشت 

مهار  311 و  211باکتریها از بین رفته اند و مقدار

 111مقدار  در حضور دهد ومیرا نشان رشد یاکتری 

های باکتری نسبت به گروه کنترل رشد سلول نقره، نانوذره

 ی باکتری مورد آزمایشنانوذره نقره بر دو گونه MBCو  MIC: تعیین 1-3جدول 

MBC(µg/ml) MIC(µg/ml) ی باکتریسویه 

042 022 Staphylococcus aureus 

032 022 Echerishia Coli 

 
 موج درطول پهن سطحی پلاسمونی . قله ASM1 سویه از شده استخراج آمیلاز آنزیم توسط نقره ناموذرات تولید پتانسیل بررسی: 1-3 شکل

 باشد. می نقره نانوذره تولید دهنده نشان نانومتر 624 جذب
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های کاهش بافته است. در مجموع منحنی رشد سلول

که  دهد ی نقره نشان میباکتری تیمار شده با نانوذره

سریعتر مهار شده  S. aureusنسبت به  E.Coliباکتری 

 است.

 

 گیری بحث و نتیجه
به  مقاوم میکروبی ی هاارگانیسم افزایش و باظهور

 هشوهمچنین ضرورت  برکا متعدد، هایبیوتیک آنتی

داشتی، تولید مواد ضد میکروبی های بهمراقبت هایهزینه

های کمتربه نیازی گریز ناپذیر برای جوامع بشری با هزینه

قدمتی  اثرات ضدباکتریایی نقره  امروزی تبدیل شده است

 درحال نقرهتا به امروز دارد.دوران باستان به اندازه 

 ملهازجموارد مختلفی، در باکتری رشد کنترل حاضربرای

-وزخم وسوختگی مورد استفاده قرار می ودندان دهان

به سایر مواد این نانوذرات معدنی نسبت  .(12, 11)گیرد

، چون مواد شیمیایی مزیت دارندشیمیایی ضدمیکروبی 

دارای مقاومت دارویی هستند. به طور کلی مکانیسم عمل 

ی اتصال این ذرات به سطح باکتری و این مواد به نحوه

هر چند استفاده از  متابولیسم داخل ارگانیسم مرتبط است.

 دارد ای را به همراههای ویژهاین ذرات هم محدودیت

(11) . 

گرم مثبت و منفی  ما در این تحقیق از دو باکتری

 

 
 SEM( Bو ) DLS (Aتکنیک ) کمک به نقره نانوذرات اندازه گیری اندازه از حاصل نتایج :2- 3شکل
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تفاوت  هم که دارای تفاوت در ساختارغشایی هستند و آن

شان است، استفاده ی پپتیدوگلیکانیدر ضخامت لایه

های گرم مثبت نسبت به مواد نمودیم. به طور کلی باکتری

ی آنتی باکتریال دارای حساسیت کمتری هستند. زیرا لایه

حفاظ ها در مقابل نفوذ نانوذرات نقره، یکان در آنپپتیدوگل

با مقایسه مسئله را می توان که این  مستحکم تری است

 Staphylococcus اثر نانوذره نقره بر روی منحنی رشد 

aureus  به عنوان یک باکتری گرم مثبت در مقابل

Escherichia Coli    به عنوان یک باکتری گرم منفی به

 . کرده خوبی قابل مشاهد

مکانیسم ضدباکتریایی یون نقره به خوبی مشخص 

شده است. بار مثبت یون نقره در این فعالیت بسیار مهم 

های الکترواستاتیکی با بارهای است، زیرا امکان واکنش

و از این طریق به  منفی موجود در غشا را خواهد داشت

های گردد. یونهای نقره سبب آزاد شدن یونغشا متصل می

K+ غشای و شود. بنابراین پلاسما باکتری ز باکتری میا

است،  DNAها و پلاسمی باکتری که مرکز تجمع آنزیم

گیرد. هنگامی که رشد باکتری های نقره قرار میهدف یون

ی سلولی مانند های نقره در واکوئل و دیوارهمهار شد، یون

ها تقسیم سلولی را مهار و به کنند. آنگرانول رشد می

رسانند. ی سلولی و محتوای سلولی آسیب میرهدیوا

ی سلولی شود و ساختار دیوارهی سلول کوچک میاندازه

گردد.  وغشای پلاسمایی و محتوای سلولی دچار اختلال می

های گرم باکتریال نانوذره نقره در باکتریخاصیت آنتی

در  Pitsمنفی به غلظت نانوذره و تجمع به صورت 

دارد. این نانوذرات تجمع یافته در  تگیبس ی سلولیدیواره

-غشا و مرگ تدریجی سلول می غشا  سبب نفوذپذیری

 د. نشو

و همکارانش نشان دادند که کاهش (Amro) امرو

هایی در غشا خارجی فلزی ممکن است سبب ایجاد چاله

باعث  این امر خود و تغییرنفوذپذیری غشا گردد که

اکاریدها و سهای لیپوپلیافزایش تصاعدی مولکول

ی اتصال نقره به شود. البته هنوز نحوههای غشا میپروتئین

. البته استی سلولی درحال بررسی ترکیبات دیواره

همکارانش توسط و  Danilczukگزارشات جدید توسط 

های از آزادسازی رادیکال ،تشدید پارامغناطیسی الکترون

نند که و بیان میک اطلاع می دهدآزاد توسط نانوذرات نقره 

به خاطر اثرات تخریبی  ممکن است آسیب غشایی دیواره

های آزاد ترکیبات های آزاد باشد. رادیکالاین رادیکال

حدواسط با طول عمر کوتاه بوده که دارای یک یا چند 

ی آخر الکترونی خود هستند. الکترون جفت نشده در لایه

پذیر بوده و برای بدست به همین علت بسیار واکنش

های پایدار مجاور خود حمله ن الکترون به مولکولاورد

شوند. مولکولی که الکترون ها میکرده وسبب اکسایش آن

خود را از دست داده، خود تبدیل به یک رادیکال آزاد 

 .(12)یابدشده و این چرخه همچنان ادامه می

 یاصل سمیمکان دهدیم نشانin vitro مطالعات 

سلول درون  ROSسطح ردادنییتغ هیبرپا هاعملکردآن

به  ROSاند که بعضی از محققان گزارش داده .هااست

تواند وجود طور طبیعی در داخل یا خارج سلولی می

-می ROSداشته باشد. در شرایط خاص افزایش مقدار 

رس تواند استرس اکسیداتیو در سلول ایجاد کند. است

تواند سبب آسیب غشای سلولی اکسیداتیو نه تنها می

ها و پروتئین DNAتواند سبب آسیب به گردد. بلکه می

ی تنفسی گردد، های درون سلولی از قبیل زنجیرهسیستم

 تغییردهند را سلول درونROS سطح تا قادرند نانوذرات

مطالعات  تاثیرقراردهند راتحت سلولها ورشدوتمایزانواع

-پیشنهاد می in vivoو   in vitroهای ر محیطمختلف د

را تولید  ROSهای فعال اکسیژن ها قادرند گونهکنند که آن

بر روی غلظت کلسیم درون توانند میکنند و بنابراین 

سلولی، فعال نمودن فاکتورهای رونویسی و ایجاد تغییر 

-از طریق روش  ROSها  نقش داشته باشند. در سایتوکین

، تداخل با DNAنظیر: آسیب رساندن به  های مختلفی

مسیرهای سیگنالینگ سلولی، تغییرات در روند رونویسی 

  .(13)ها آسیب وارد کنندتوانند به سلولها و... غیره میژن

شده از طریق زیستی دارای به طورکلی نانوذرات سنتز 
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نسبت به سایر نانوذراتبوده و همچنین پایداری بالاتر

ی و هزینهترکیبات سازگار با محیط زیست می باشند 

های سنتزی شنسبت به سایر رو برای تولید کمتری

با توجه به  و (15, 14)نیاز دارندشیمیایی و فیزیکی 

 دهند،خاصیت آنتی باکتریال خوبی که از خود نشان می

ها های مناسبی برای انواع آنتی بیوتیکتوانند جایگزینمی

باشند.
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Abstract 
Background: With the advent and increasing microbial 
organisms that resistant to multiple antibiotics, as well as the 
necessity of decrease the cost of health care, the production of 
broad range of anti-microbial materials has become unavoidable 
for human societies. In this study, we synthesized the silver 
nanoparticles using bacterial α-amylase enzyme and evaluated 
the antibacterial properties of this eco-friendly nanoparticles. 
Methods: Silver nanoparticles were synthesized biologically 
using bacterial α-amylase enzyme, then the effects of 
antibacterial nanoparticles synthesized in LB medium containing 
various strains of pathogenic bacteria were investigated and then 
the minimal inhibitory concentration was calculated. 
Results: Nanoparticles produced by this method, based on DLS 
and SEM analysis, have the size of 20-40 nm and have good 
activity against Gram-positive bacteria and gram negative 

pathogenic bacteria. In the 200  of Ag-NPs, the all of 

pathogenic bacteria was killed. 
Conclusion: Biological nanoparticles synthesis relative to other 
physical and chemical methods has lower cost and higher 
durability (1). Due to good antibacterial activity of silver 
nanoparticles, this material has good medical applications.  

Keywords: Silver Nanoparticles, Antibacterial properties, -
amylase enzyme, Biological synthesis 
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