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Introduction: Antimicrobial peptides (AMPs) are compounds with antimicrobial 

properties that are studied widely due to the development of resistance of 

pathogenic bacteria to antibiotics. In the present study, the toxicity and 

antimicrobial effects of two natural monomeric peptides (S3 and S∆3) were 

compared with S3-S∆3 hybrids and S3 tetramers. 

Material & Methods: Protein hybrids (S∆3S3-2mer-GS) S3-S∆3 and tetramer 

protein S3 (S3-4mer-GS) were expressed in E. coli. BL21 (DE3). Following that, 

the presence of mutant peptides was confirmed, and their antimicrobial activity 

was compared and evaluated with S3 and S∆3 monomers. Finally, the toxicity of 

tetramer and hybrid made on the MDA-MB-231 cell line was evaluated and 

compared. 

Findings: The toxicity of the hybrid was slightly increased, compared to the 

tetramer for eukaryotic cells; however, this increase was negligible at the active 

concentration of this protein. Cell survival for hybrids was lower for S3 and SΔ3; 

nonetheless, cell survival for each sequence decreased with increasing time. 
Furthermore, the inhibition of hybrid microbial growth was improved and 

compared with tetramer and S3-SΔ3. It was found that an increase in the positive 

charge of the hybrid protein did not have a toxic effect on the host bacteria. 

Discussion & Conclusion: Due to the appropriate expression and increased 

antimicrobial activity and negligible cytotoxicity, the hybrid peptide S3-S∆3 and 

tetramer S3 can be considered an effective production strategy to obtain AMPs. 
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  یها  با موتانت  ی،اسبنعل خرچنگمنشأ  با  یعی طب   S3 یدپپت سمیت و  یکروبیضدم  یتخاص مقایسۀ

 حاصل از آن 

 2نوروزیان ، داریوش1نژاد خاوری ، رمضانعلی *2حدادیان ، شاهین  1رضایی صادق
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به    یکروبیضدم  یتبا خاص  یباتیترک  )AMP(  یکروبیضدم  پپتیدهای  :مقدمه باکتر  سببهستند که  مقاومت   هایی ظهور 

  S3  ی مونومر  پپتید دو    یکروبی و ضدم  یت سم  آثار   حاضر،   مطالعۀ  در.  شوند می  یمطالعه و بررس  ها،بیوتیک ی آنت  به   زایماری ب

 . گردید  یسهمقا و یبررس S3 تترامرو   S3- S∆3 هیبرید  با S∆3 و  استانداردعنوان به طبیعی

 باکتری  در  S3  (S3-4mer-GS)تترامر    پروتئین  و  S3- S∆3(  S∆3S3-2mer-GS)  ینی پروتئ  هیبرید   :هاو روش    مواد

E.coli. BL21 (DE3)  ی هامونومر  باها  آن   یکروبیضدم  یت فعال  و   یید تأ  موتانت   پپتیدهای  وجود  سپس   شدند؛  بیان S3  و 

S∆3  یسلول  ۀرد  یشده روساخته  یبرید تترامر و ه  سمیت  یت،. درنهاگردید   مطالعه  MDA-MB-231  شد   مقایسه  و   ارزیابی. 

  میزان .  کند نمی   ایجاد   سمیت  اثر  میزبان   باکتری  برای  هیبرید   پروتئین  در   مثبت   بار   افزایش  نوترکیب،   پروتئین   بیان   در ها: یافته 

 یشافزا   ین ا  ین، پروتئ  یندر غلظت فعال ا  اما  ؛داشت  یکم  افزایش   یوکاریوتی   یها سلول   برای   تترامر با    یسه مقا  در   یبرید ه  یتسم

  با   ها،  توالی   از  یک هر  ی برا  یسلول   یبقا  یزاناما م  ؛کمتر است  SΔ3و    S3از    یبرید در مورد ه  یسلول  یبقا  یزانبود. م  یزناچ

 .افتیبهبود   S3و  SΔ3 تترامر،  به نسبت یبرید ه یکروبیرشد م بازدارندگی ین،بر ا علاوه. کردی م پیدا کاهش زمان افزایش

  S3  یبرید ه  پپتید ،  اندک  یسلول  یتو سم   یکروبی ضدم  یتفعال  یشمناسب و افزا  یان ب  یزان با توجه به م  : ی گیرنتیجه بحث و  

 د. ندر نظر گرفته شو  هاAMPدست آوردن    به  یمؤثر برا  ید تول   یاستراتژ   یک عنوان  به  توانند یم  S3تترامر    و S∆3 و  S3هیبرید  

 

 یکروبیضدم پپتیدهای ،cفاکتور    ی،اسبخرچنگ نعل  ،S3- S∆3 ینیپروتئ هیبرید  ،S3تترامر  پپتید  :های کلیدیواژه
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  مقدمه

آنت  ظهور چند    یا  یکبه    بیوتیکیی مقاومت 

به درمان    هایباکتر  ییمقاومت دارو  یشو افزا  بیوتیکیآنت

  آن  حاصل که  هابیوتیکیمختلف داروها و آنت یهانسل  اب

  شده موجود    داروهای  یجانب  آثار  بروز  و  یروممرگ  افزایش

تول  ،است و  مطالعه  میکروبیال آنت  یداروها  یدضرورت    ی 

 بررسی   رو،ین ازا  ؛ است    کرده را دوچندان    یعیو طب  یکسنتت

  برای   را   راه   تواند می  باکتریاییضد   سنتتیک   پپتیدهای   آثار

  .سازد  هموار  جدید  هایبیوتیکآنتی  آوردندست    به

  یمنی ا  دستگاه  از مهمی اجزای  میکروبیضد  پپتیدهای

  خط   اولین   در  و   هستند  مهرگان ی ب و دارانمهره  از بسیاری

  حضور  ها میکروارگانیسم  تهاجم  ضد   بر  میزبان  دفاعی

 هاآن گرمداخله  ظرفیت علتبه   پپتیدها این یتسم .دارند

  به  غشا، در منافذ ایجاد با که است میکروبی غشای در

  پپتیدهای  میکروبیضد  پپتیدهای.  انجامدمی  سلولی مرگ

 در  آرژنین یا و لیزین حضور سبببه  که هستند کوچکی

.  هستند پاتیکآمفی و   دارند مثبت بار  خود،  توالی

 ناشی  که میکروبیضد  پپتیدهای ساختاری اصلی خاصیت

 عامل  هاست،آن   پاتیکآمفی خاصیت و مثبت بار از

.  (1)  است پپتیدها این مستقیم میکروبیضد  فعالیت

  ینکه ا اول:  دارند  جذاب ویژگی  دو  ضدمیکروبی  پپتیدهای

 هاباکتری  از  وسیعی  طیف  یهعل  هاآن   یکروبیضدم  فعالیت

  میکروبی  غشاهای   دادن  قرار  هدف  دوم،  ویژگی  ؛است

  علیه   مقاومت   توسعۀ  برای  میکروب  توانایی  مانع   که   است

  قابلیت  ۀ  واسطبه   پپتیدها  این  یجه،درنت  ؛(2)  شودمی  هاآن

  منفعت   جدید،   نسل   هایبیوتیکآنتی  عنوان به   ، هاکاربرد آن

سا  بسیار  میکروبی،ضد  پپتیدهای فعالیت زوکاردارند. 

  پپتیدهای  .است سلولی غشای تخریب در هاآن  توانایی

  وسیلۀ به   ها میکروارگانیسم با توانندمی ضدمیکروبی

  خود  مثبت ینۀآم  یدهایاس میان الکترواستاتیک، نیروهای

  هامیکروارگانیسم سطح یرو منفی آمینۀ اسیدهای با

 غشای  سطحی منفی بار  کهازآنجا .کنند کنشبرهم

  است،  بیشتر طبیعی هایسلول  به نسبت سرطانی هایسلول

 سازوکار  ضدمیکروبی پپتیدهای که رسدمی نظر به

  باشند  داشته هاسلول نوع این غشای تخریب در مشابهی

  یهامولکول  از میکروبیضد  پپتیدهایآنکه    سبببه .  (3)

  دارند،  اندکی سلولی سمیت و هستند بدن ذاتی ایمنی مهم

  در  دارو عنوانبه   دور، چنداننه  ایآینده  در توانندمی

  سپتیک  هایشوک  همچنین و التهابی هایبیماری درمان

  پپتیدهای .  شوند استفاده  هاباکتری اندوتوکسین از حاصل

  های سلول  بر متفاوتی، یسازوکارها با  ضدمیکروبی

  .گردندمی هاآن تخریب باعث و گذارندمی اثر مهاجم

  طریق  از مهاجم هایسلول  به اتصال با پپتیدها این

 در  منفذ ایجاد قبیل از سازوکارهایی  با اتصال،  هایگیرنده 

  نشان  تحقیقات .شوندمی سلولی مرگ باعث غشا،

  آثار  سلول،  به پپتید اتصال درصد افزایش با که دهندمی

  هایغلظت با هاسلول تیمار بنابراین، یابد؛می افزایش پپتید

 آثار و اتصالی تغییرات بررسی برای پپتید گوناگون

  غشایی تخریب   طریق از که   است ی ضرور  پپتید  کشندگی

.  (4)  شوند می اعمال یسلولدرون  هاییب تخر یا و

  بری زمان  و  ینهپرهز  پیچیده،  فرایند  پپتیدها،  سنتز  یطورکلبه 

 طبیعی  منابع   از  ضدمیکروبی  پپتیدهای   جداسازی  و   است

  بسیاری   در   ، بودن  ینهپرهز  و   برزمان  بر   علاوه   نیز   ها آن

  . (5)  بود  خواهد  تضاد  در  اکوسیستم  تعادل  حفظ  با  موارد،

یافته  آمینواسیدهای  اغلب  پپتیدها  این   و  تغییرشکل 

  توسط شده  ساخته   هایین پروتئ  با   که   دارند   یاشده اصلاح 

حاضر  .اندمتفاوت  هایبوزوم ر حال    ید تول  یهاروش  ،در 

  به  حساسیت   و  اندک   ینیپروتئ  یان ب  سبب به    یبنوترک 

  بیان   امروزه،  و  یستن   مناسب  محیط،  در   موجود  پروتئازهای 

مر   و  هیبریدی   هایین پروتئ  یی هاروش   عمل،   در  مولتی 

 یا   S1  یخط  پپتیدهای  دربارۀ   اما  آیند؛می  نظر  به  اقتصادی

S3  پپت از  سد    یککه    یاسبخرچنگ نعل  Sushi  یدمشتق 

ا  یعیطب  یدفاع باکتر  یندر  تهاجم  برابر  در    های یجاندار 

مقالات موجود از روش سنتز فاز    همۀدر    ،است  منفی  گرم

ا تول  استفاده   یدها پپت  ین جامد  گزارش  تنها  و    ید شده 

بآن   یبنوترک  به  مربوط  م  S3  مریمولت  یان ها،   یزباندر 

BL21 (DE3)  E.coli    در    یز ن  همکاران   و . رائو  (6)است
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به  hPAB-β  یکروبیضدم  یدپپت  ،2005سال   صورت  را 

که    یافتند و در  کردند  یانب  BL21(DE3)  E.coli در  مریمولت

ب  یمرحالات د  میاناز   اکتامر آن،  در    یان ب  یزان م  یشترینتا 

  صورتبه   پپتید   این  ژن  بیان   به   مربوط  درصد   ۸/27حدود  

 است  S3  یدپپت  یافتۀارتقا  یانتوار  SΔ3  ید. پپت(7)  بود  ترایمر

با تغ  که ل  E11و    G9  ینۀآم  ید دو اس  ییردر آن  بار    یزین، به 

پپت  سم  یکروبیضدم  یت خاص  ید، مثبت  اثر  البته  آن    یت و 

  است   داده   نشان   تحقیقات  سویی،  از .  (۸)است    یافته   یشافزا

  یکروبی ضدم  یت خاص  نیزS3 پپتید  مری مولت  ی هافرم  که

انعطاف بودن  قابل   علت  به  ینسر  یسینگلا  ینکرهای. ل دارند

  یش شده، باعث افزا  متصل  یاجزا  ییو کاهش ممانعت فضا

و    حفظ  سبب  ،ترمهم   همه  ازمناسب و    ینگفولد  یداری،پا

پروتئ  یولوژیکیب  یتفعال  یشافزا  یحت   متصل  ینیقطعات 

جداسازی    گلایسین  از  غنی   پپتیدهای .  (9)  گردند میشده  

  و   عقرب  نظیر  موجوداتی  دفاعی  یهادستگاه   از  شده 

 .(11,  10)  دارند  یکروبیضدم  خاصیت  عقربی،  خرچنگ

توال ل  ها   از سکانس   یکهر  یابتدا  افزودن  مدنظر،   ینکربا 

His tag مطالعه ین . در اشدمشخص  ینازی انتروک   یتو سا ،  

  S3  یبریدیه  رتترام  یتوال  یکمدنظر شامل    یدهای پپت  ی توال

)که   (S∆3S3-2mer-GS)  ینسر  یسینگلا  ینکربا ل  S∆3  و

حالت    یک  و(  شودیم  نامیده   هیبریدی  پروتئین  این،   پس از

پپت ل  S3  ید تترامر    (S3-4mer-GS)  ینسر  یسین گلا  ینکر با 

از)که   عنوان  به   ، (شودیم  نامیده   تترامر  پروتئین   این،   پس 

  بر .  بودند  هیبریدی  بیان  اثر  بررسی  برای  کنترل  واریانت

  برای   تلاش  پژوهش  این  اصلی  هدف   بالا،  تعاریف  اساس

عنوان  به   پپتید  این  از  یمؤثرتر  یهاموتانت   تولید  و  طراحی

 است.  یکروبیضدم پپتیدهای

 
 ها و روش مواد 

  ینی پروتئ  هایی توال ،DNA  ی توال یین تع  برای   :ژنسنتز  

ترجم  شده یطراح سا   ۀاز  استفاده   ExPASy  یتمعکوس 

  و آن    '3 ,'5 ی به انتها XhoIو  NdeI یبرش ی هایت شد. سا

  آن   به   انتروکیناز  برش  سایت  همچنین   و  هیستیدنی  دنبالۀ 

شرکت    گردید اضافه   به  ژن  سنتز  کانادا   Biomatikو 

  (+)pET-26bدر وکتور  یژن های سفارش داده شد. سازه 

و   S∆3S3-2mer-GS  یسهولت، توال   برای.  یدگرد  یافتدر

S3-4mer-GS  و تترامر   یبریدیه  یتوال  یهابا نام   یببه ترت

 . شوندیم یده نام

 :مستعد   ی ها سلول   تهیۀ   و   یص تخل   پلاسمید،   تکثیر 
مدنظر   پلاسمیدهای   یر تکث   برای   TOP10F coli. E  /ی باکتر 

  کشت   محیط پس از تازه کردن    ، منظور   ین استفاده شد. به ا 

مدنظر    ژن های   حاوی   شدۀ ی طراح   وکتورهای   ی، باکتر   این 

منتقل   آن  حاو   های یط مح  ی رو   و   گردید به    ی کشت 

موجب رشد    که   یکلین و تتراسا   یسین کاناما   ی ها یوتیک  ب ی آنت 

داده   کشت  ، فوق است  ید پلاسم  ی دارا  های یه سو  ی اختصاص 

به م  انتقال وکتورها  از  ،  TOP10F Coli. E/  یزبان شد. پس 

  یدپلاسم   تخلیص   یت با استفاده از ک   ید پلاسم   یص تخل   ایند فر 

)Germany(kit  extraction  Qiagen   و    گرفت   صورت

رو   یفیت ک   ۀ مشاهد   برای ها    نمونه  استخراج،  ژل    ی عمل 

برا   (Agarose RPI)  درصد   1آگارز   شدند.  انتقال    ی برده 

لازم است که با استفاده از   E. Coli  های به سلول   یژن   ۀ سازه 

. از استوک کرد را آماده    ی سلول باکتر   ی، خارج   یمارهای ت 

  در  موجود  BL21(DE3) یۀ سو   E. Coli  یایی باکتر   یزبان م 

  لوپ   با   و   برداشته   میکرولیتر   10  درجه،   70  منفی   فریزر 

  LB(LB agar Thermo Fisher)حاوی    یت روی پل   ای شیشه 

پل  و  داده  کشت  مدت    یت آگار  دمای    شب یک به   37در 

  هایکلنی   از   هریک   از   .شد   گرماگذاری   ی گراد سانت   ۀ درج 

  لیترمیلی   5  در   و   برداشته   کلنی   یک   بالا،   های پلیت   بر   رشدیافته 

مح   یعما   LB(LB broth Thermo Fisher)کشت    یط از 

ش   گردید   یح تلق  در  دما   یکر و  با   درجۀ  37  ی انکوباتور 

مدت    گراد سانتی  به  سرعت    4تا    3و  با   rpm  170ساعت 

شد.  داده    در   ها سلول   نوری   جذب   که ی هنگام   کشت 

  سلول ها  رسید، (  لگاریتمی )فاز    0/ 5  به   نانومتر   600موج  طول 

سانتر  کمک  دور    یفوژ به    دقیقه   3  مدت   به   rpm9000در 

 سلولی  رسوب   . شد   ریخته   دور   رویی   مایع   و   داده   رسوب 

 – Sigma)  از   مولار   0/ 1  محلول   میکرولیتر   900  در   حاصل 

)Aldrich  2CaCl    ی رو   یقه دق   30و به مدت    گردید سرد حل  

  دقیقه   3  مدت   به   rpm9000در دور    سلولها   قرار گرفت.   یخ 
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 محلول  میکرولیتر   600  در   سلولی   رسوب   . شدند   سانتریفوژ 

  یقه دق   30و به مدت    گردید سرد حل    CaCl2از    مولار   0/ 1

  به   rpm9000دوباره در دور    ها سلول   قرار گرفت.   یخ   ی رو 

  400در    ی سلول   رسوب   . شدند   سانتریفوژ   دقیقه   3  مدت 

 .( 16)   گردید   حل   سرد   2CaClمولار از    0/ 1محلول    میکرولیتر 

نوترک   BL21  یباکتر  ترانسفورماسیون وکتور    :یببا 
ساز  هایسلول   شدن   آماده   از  پس منظور به   یژن  ۀ مستعد، 

 .شودیمنتقل م BL21(DE3) یۀسو E. coli یبه باکتر یانب

  یهاسلول  بیانی،   سلول های به   ژنی های  پس از انتقال سازه 

  LB یطمح ی کشت رو  یقاز طر یب،نوترک  ید پلاسم یحاو

و    یدگرد  ی غربالگر  یسینکاناما  بیوتیکیآنت  ی آگار حاو

کشت   LB یعکشت ما یطشده در محی غربالگر هاییکلن

  در   OD 0.6  به  باکتری  کشت  رسیدن  از  پسداده شدند.  

افزودن    یباکتر  نانومتر،  600موج  طول  غلظت    اب  IPTGبا 

ساعت    4به مدت    دوباره و    ید القا گرد  مولاریلیم  5/0  یینها

قرار داده    گرادی سانت  ۀدرج  37  ی انکوباتور با دما  یکر در ش

 استفاده   با  یباکتر  در   ین هاپروتئ  ین ا  یان ب  . مراحل(16)  شد

 . گردید ییدتأ Western blot و SDS-PAGE آزمون از

 بیومس  جداسازی   از  پس :  نوترکیب   پروتئین   استخراج 

 از  سلولی   دیوارۀ   سانتریفیوژ،   یلۀوس به   کشت  محیط  از 

در   ی حجم   / ی وزن   1:5به نسبت    پلت ها  کردن   حل   طریق 

 Tris Sigma-Aldrich, HCL 33%)  ۀکنند یز محلول ل 

Adak shimi)  tris- HCl  20   مولار یلی م  pH=7.5   با و 

اولتراسون  دستگاه  از  پالس    یک استفاده   –  یهثان  30)ده 

و  یه ثان   30توقف   شد  شکسته  حذف   پس (  و  شستشو  از 

ا   شکسته   ی سلول   یوارۀد   یایبقا  ها شده،  بادی   با  ینکلوژن 

 rpm 9000 دور   و   دقیقه   10  مدت  به   سانتریفیوژ   از  استفاده

 بافر   در  شستشو  برای   و   گردید  جداسازی  پلتصورت  به 

tris- HCl  20   مولاریلی م  pH=7.5   مولار  2اوره    یحاو 

(Urea Merck)   اساس  بر   سانتریفیوژ   از   پس   وشد    حل 

 جمع آوری  پلت ها  و  ریخته  دور سوپرناتانت   بالا، شرایط

   بافر  از  استفاده  با  شسته شده   اینکلوژن بادی  سپس  گردید؛

tris- HCl  20   مولاریلی م  pH=7.5   مولار   6اوره    یحاو

گرد  مدت  ی حجم   / ی وزن   1:5)نسبت    یدحل  به  و   )30 

دما   یقه دق  . شد   همزده  مغناطیسی همزن    با درجه    4  ی در 

 با  دقیقه  15  مدت  به  سانتریفیوژ،   از  استفاده   با  یت،درنها

شده حل   ین پروتئ   ی حاو   ییرو   یعما   ، rpm  9000 سرعت 

 .( 16)   یدگرد   ی آورجمع 

 ی لیتما  یکروماتوگراف  از  استفاده   با  نی پروتئ  صیتخل
   ها، ی  توال  از  کیهر  ص یتخل  یبرا  :(IMAC)یفلز  ونی

 NiNTA (Agarose Bead  نیرز  تریلیلیم  کی

Technologies-ABT)  (2  ml  درصد  50  ون یسوسپانس  )

 Hitrap)  HiTrap® (SP Fast Flow Cytiva  ستون درون

ی  لیم  5  با  یسازمتعادل  از   پس  و  شد   خته یر  یتریلی  لیم  کی

به    ، 1ml/min  انیجر  شدت   با  یسازمتعادل   بافر  تریل نمونه 

برابر حجم ستون   10سپس تا ستون با    د؛ یستون اعمال گرد

متعادل بافر  رس  یسازاز  و    0.01>به    A280جذب    دنیتا 

  شد؛  داده برابر حجم ستون از بافر شستشو    4با    ، از آن  پس

  با   و  د یگرد  اعمال  ستون  به   ش یشو  بافر  از  حجم  6  سپس

به    یتریلیلیم  کی  یها  فرکشن  ک،یپ  ۀ مشاهد مربوط 

)  یآورجمع   کیپ  ۀ مشاهد درنها76شدند    با   ستون   ت،ی (. 

  مجدد   ۀ استفاد  ی برا  یاب یباز  محلول   حجم  5  از  استفاده 

)  20  اتانول  دادن   عبور  با  و   داده   شستشو    حجم  دو درصد 

.  دیگرد  ی نگهدار  خچالی  در  ی بعد  استفاده   تا(  ستون

از  ی  جداساز)  شی شو  ۀنمون   در   هدف  د یپپت  حضور شده 

از   با استفاده    غلظت .  (16)  شد   دییتأ  SDS-PAGEستون( 

  جذب   یریگاندازه   از  استفاده   با   شده   ص یتخل  یهان یپروتئ

  بر  ینور  جذب   میتقس  و   نانومتر   2۸0موج  طول   در   ینور

 بیضر.  دیگرد  محاسبهها  آن  درصد  1/0  یخاموش  بیضر

  یتوال  از   استفاده   با   دیبریه   و   تترامر  یهان یپروتئ  یخاموش

 یکیزیخواص ف  نیها و با استفاده از تخمآن   ی هانه یآم  دیاس

 ۸۸3/0معادل    ب یبه ترت  ExPASy  تیها در ساآن   ییایمیش

-1 ۸۸7/0و 
cm1-M   (17) شد زده  نیتخم . 

 که  هایی پروتئین   : (Western Blotting)سترن بلاتینگ  و 

از   از  SDS-PAGE ژل   در   پیش،   مرحلۀ   در  اندازه  نظر 

  یبه رو   یکی با استفاده از ولتاژ الکتر   ، جداشده بودند   یکدیگر 

ن    یتظرف   یتروسلولز . کاغذ ن گردیدند   منتقل   یتروسلولز کاغذ 

  ها پروتئین   اتصال   برای (  2cm/µg 70)در حدود    مناسبی   یار بس 
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 Semi(  bio radدستگاه )   از   تحقیق،   این   در .  دهد می   نشان 

Dry   باندها   ی برا شد.    ینی پروتئ   ی انتقال    برای استفاده 

  کاغذ  سطح   به   ها بادی ی آنت   غیراختصاصی   انتقال   از   جلوگیری 

مدت    ، نیتروسلولز  به  بافر    O/Nکاغذ   Phosphateدر 

buffered saline (PBS Gibco)   ی حاو  Bovine 

Serum Albumin (BSA Siga-Aldrich) 5% قرار  

 PBS بافر  با  کاغذ  شستشوی  بار  3 از  پس  بعد،  روز . شد  داده 

  علیه   بادی ی آنت   ،  Tween20  (Tween RPI)%    05/0حاوی  

به    1رقت    با  پراکسیداز،   آنزیم   به   متصل   هیستیدینی   دنبالۀ 

و    گردید اضافه    یتروسلولز کاغذ ن   ی رو   به   PBSدر بافر    1000

مدت   دما   2به  در  رو   ی ساعت   قرار   یکر ش   ی اتاق 

شد.      شستشو،   بافر   با   کاغذ   مجدد   شستشوی   از   پس داده 

 پر  آنزیم   سوبسترای   پروتئینی   باندهای   تشخیص   برای 

 Diaminobenzidine  (DAB Thermo Fisher)  یداز اکس 

)DAB(tetrahydrochloride    2  یکرولیتر م   20  ی حاوO2H    به

اثر واکنش  گردید آن اضافه    یرو   یداز و پراکس   DAB. در 

  واکنش از  حاصل  ی ا قهوه  رنگ   ۀ مشاهد  یتروسلولز و کاغذ ن 

  مدنظر   پروتئین   د حضور بان   پروتئین،   با   اختصاصی   بادی ی آنت 

 . ( 1۸,  16) شد    یید تأ 

غلظت   یکروبی ضدم   یت فعال   )حداقل 
ضدم  (: MICیبازدارندگ   یبریدیه  ین پروتئ   یکروبیاثر 

طرآمده دست به  از  بازدارندگ  یین تع   یق ،  غلظت    ی حداقل 

گرد برا یدمطالعه  رقت   ینا  ی.  پل  ی متوال  یها منظور،  ی  از 

به    یه ته  (µg/ml  4/13الی    156  غلظت  از )   پپتید  و 

م  یلاستر  یی تا96  یت پل   ی هاچاهک  .  شودی افزوده 

 pseudomonas aeruginosa  مختلف   ی گرم منف   های ی باکتر 

سو  ATTC27853رد  استاندا  یۀ سو مقاوم    ینیکیکل  یۀ و 

  یۀ سو Escherichia coli و طوس  ینیکشده در کلیزوله ا

سو   ATCC25922 استاندارد   برای مقاوم    ینیکیکل  یۀ و 

استاندارد و مقاوم    یۀبر سو  یکروبیالمیآنت  یداثر پپت  ۀمطالع

کشت   Mueller Hinton کشت  یط در مح و  یدانتخاب گرد

از کشت    یکرولیترم  100شبانه داده شد و سپس با افزودن  

 یتمیبه فاز لگار  یدنتا رس  ،تازه   یطمح  لیتریلی م  5شبانه به  

(OD 600nm 0.6)   با استفاده    پس از آن،   گردید؛کشت

 CFU/ml  یبه غلظت سلول یدن سترون تا رس  یاز سرم نمک

کدورت    یق رق 5×    510 مشابه  کدورت  )حصول  شد 

فارلند   شرا  (.5/0استاندارد مک  م  یطدر   50  یزانسترون، 

مولره  یط مح  یکرولیترم هر  ینتونکشت  از    یکدر 

  ی هاچاهکدر  شد.    یختهر  10  یال  2  یهاستون   یهاچاهک

شمار سترون   برای   12  ۀ ستون    تنها   ، آزمون  یطشرا  یتست 

،  1 یهاشد. در چاهک   یخته کشت ر یط مح یکرولیترم 100

هر  یکرولیترم  100 پروتئ  یکاز    های   یتوال  هایین از 

تترامر  یبریدیه با  برابرµg/ml  (20  )  3120غلظت    با  و   ،

گردید   یقبرابر رق  10  ینتونکشت مولر ه  یطاستفاده از مح

غلظت   به  شد  µg/ml  312و  نها رسانده  دو  )غلظت  یی 

هر  یکرولیترم  250سپس    ؛ (برابر در  آن   یکاز  ها 

ر  هاییفرد  1  هایچاهک کمک   یختهمربوطه  با  شد. 

مولت چاهک   یکرولیترم  200چنل،    یسمپلر  به    1  های از 

  های کار تا چاهک  ینا  ۀ و با ادام  یخته ر  2  هایدرون چاهک 

نسبت    یمتوال  یهارقت  ،10  ۀ شمار   گردید؛   یهته  5/4با 

هر به    هایچاهک و    10  یال  1  یهاچاهکاز    یکسپس 

سوسپانس  یکرولیترم  50،  11ستون     یکروبیم  هاییون از 

بنابرایداضافه گرد  شده یه ته به    10  یال  1  هایچاهک  ین،؛ 

کنترل    11ستون    هایچاهک  یدها،پپت   یمتوال  یهارقت به 

  12ستون    هایچاهک( و  یه )رشد حداکثر سو  یمثبت باکتر

منف کنترل  آزمون( اختصاص    ترونی)تست س  یباکتر  یبه 

  ۀ درج  37  ی در دما  یونساعت انکوباس  1۸از    پس داده شد.  

چاهک   گراد،یسانت طول جذب  در    نانومتر  600موج  ها 

که جذب آن معادل    یناز پروتئ  یقرائت شد و حداقل غلظت

عنوان حداقل  بود، به   یندرصد جذب سلول فاقد پروتئ  90

.  (13)ید  گرد  نتخابا (MIC) ینپروتئ  ی غلظت بازدارندگ

 یی تاصورت تکرار سه آزمون در دو نوبت مستقل از هم و به

گرفت فارلند   .صورت  مک  پروتکل    5/0استاندارد  طبق 

ته استفاده    یهموجود  از درون  با .  (19)شد  و    ی،ابیاستفاده 

  ی زهایو آنال  دیگرد  نییتکرارها تع  همۀ  یبرا  MIC  ریمقاد

منحن  ریمقاد  ن یا  ی رو  یآمار از    Box- Plot  یانجام شد. 

آزمون    (Outlier)پرت    یهاداده   صیتشخ  برای از  و 

Shapiro- Wilk  نتا  عیتوز  یبررس  برای  MIC  جینرمال 
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براگردیداستفاده   وار  کسانی  یابیارز  ی .  از    هاانس یبودن 

آزمون    و   one way ANOVAو از آزمون    Leveneآزمون  

LSD    وpost -hoc   شرا و ها انس ی وار   یبرابر   ط ی)در   )

شرا   Games-Howellآزمون    یها انس ی وار   طی )در 

 موردمطالعه  یدها یپپت ی پل  MIC  ۀس یمقا   برای(  ینامساو 

 .( 16,  13)  شد استفاده

مطابق استاندارد    : یوکاریوتی   های سلول   بر   پپتید   سمیت   اثر 

ISO10993-5   و به سه روش آزمونNRU  آزمون ،CFU    و

آزمون    MTTآزمون   م   XTTو  متداول گیرد ی انجام    ین تر . 

ارز  در  بقا   ی، سلول   یت سم   یابی روش  به    ی سلول   ی سنجش 

-2,5-(dimethylthiazol-2-yl-  5,  4)- 3)   یا   MTTروش  

diphenyltetrazolium bromide .است   ی سلول  ردۀ   ( 

(ATCC: HTB-26)  MDA-MB-231  سلول بانک    ی از 

ا  یتوانست   25  یو در فلاسک کشت سلول  یهته  یرانپاستور 

 FBS  (Fetal  %10ی  حاو  DMEM  یطمح  ی دارا  یلی لیترم

bovine serum)   بیوتیک  حاوی  u/ml 100)  آنتی 

در   2CO  %5( در  یسیناسترپتوما  ml/µg100و    سیلینیپن

گراد سانت  ۀ درج  37  یدما   4۸  از   پس .  گردید  کشت  ی 

سلول    فلاسک،  دیوارۀ   بر  سلولی  لایۀ   یک   تشکیل  و  ساعت

  و   ساعت   24  از   پس  دوباره   و  شد   داده   پاساژ  دوباره   ها

  یپسین با تر  یمملا  یمارت  یلۀ وسبه   سلول ها،  لایۀ  تک  تشکیل

د سانتر  یواره از  با  و  شد  دما  یفیوژکنده    ۀ درج  4  یدر 

  یۀ با تخل   یقه،دق  2به مدت    RPM  1200و دور    گرادیسانت

  سلول ها  و گردید حذف ها از سلول  یپسینتر ،سوپرناتانت

اطم  پسحل شد و    بالا کشت    یطدر مح  دوباره  از    یناناز 

viability  و   بلو  تریپان   با   یزیآمرنگ  طریق  از  ها   سلول  

ها  شمارش   زیر  در  نئوبار  لام  از  استفاده   با  سلول 

  یکرولیترم  100در    3000  یزانبه م  سلول ها  میکروسکوپ،

م چاهک  هر  مخصوص    96)  یکروپلیت در  تخت  چاهکه 

سلول توزیکشت  و    24از    پس .  ( 20)گردید    یع (  ساعت 

  محیط   دیواره،  به   آن ها  اتصال  و   ها   از رشد سلول  یناناطم

  و   شد   تخلیه   مکش  طریق   از   ها چاهک  داخل   کشت

پپتیدهای  از  هریک  مختلف  غلظتهای   یکروبی ضدم  پلی 

نسبت    یمتوال  یها)رقت مح  شده یق رق  دومیک با    یط در 

مطابق   آماده  مبالا کشت  به  هر    یکرولیتر م  100  یزان (  به 

ساعت در    24بعد از    یاتعمل  ین . همگردیدچاهک اضافه  

  سلولهای   ترتیب،   این  به   و  شد  تکرار  جدید  یکروپلیت هایم

  دوم  روز  پلیت  سلولهای  و  ساعت  4۸  مدت  به  اول  روز  پلیت

  تماس   در  ضد میکروبی  پتتیدهایپلی  با  ساعت،  24  مدت  به

  از  پپتیدها   حاوی   محیط  محلول   سوم،   روز  در.  گرفتند  قرار

  حیاتی   رنگ   از   میکرولیتر  100  و   گردید   تخلیه   چاهک ها 

formazonMTT  غلظت  باml/mg  0.5  ها اضافه  به چاهک

و   انکوباس  4از    پسشد  دما  یون ساعت  و    37  یدر  درجه 

5% 2CO،  هاییستالکر  formazan    افزودن   µl  100با 

DMSO  مبه و  درآمد  محلول  نور  یزانصورت    ی جذب 

  و   گردید  گیری   نانومتر اندازه   595موج  ها در طول چاهک

  نمونۀ   نوری   جذب   به  نمونه  هر  نوری   جذب   نسبت  تعیین   با

ها  سلول   ی نسبت بقا  (، درصد  viability 100)  یمنف  کنترل

پپت  یغلظت  و  (12)  شدمحاسبه   درصد    50که در آن    ید از 

بودندسلول زنده  غلظت  به   ، ها  شد  IC50عنوان  .  گزارش 

 یی تاسه   تکرارصورت  به  و  هم  از  مستقل  نوبت  دو  در  آزمون

 ی برا  MIC  ریمقاد  یابیاستفاده از درون   با.  صورت گرفت

تع  همۀ  آنال  د یگرد  ن ییتکرارها    ن یا  ی رو  ی آمار  یزهای و 

منحن  ریمقاد از  شد.    صیتشخ  برای  Box- Plot  یانجام 

آزمون    (Outlier)پرت    یهاداده  از    Shapiro- Wilkو 

  ی. براگردیداستفاده    MIC  ج ینرمال نتا عیتوز  یبررس  برای

وار  کسان ی  یابیارز آزمون    هاانس یبودن  از    Leveneاز  و 

 post -hocو    LSDو آزمون    one way ANOVAآزمون  

  Games-Howell( و آزمون  هاانس یوار  ی برابر  طی )در شرا

شرا   IC50  ۀ سیمقا  برای (  ینامساو   یهاانس یوار  طی )در 

 . (13) شد استفاده  موردمطالعه ی دهایپپتیپل

 

 یافته ها 

  به   توجه   با   : هدف   ن ی پروتئ   ان ی ب   د یی تأ   برای   بلات   وسترن 

 ین ی د ی ست ی ه  ۀ دنبال  مدنظر   ی ها  ن ی پروتئ  ی ها  سکانس  در  نکه ی ا 

 یباد ی  آنت   از   استفاده   با   بلات   وسترن   آزمون   بود،   شده ه ی تعب 

گرفت   ی ن ی د ی ست ی ه   ۀ دنبال   ه ی عل    ی باندها   تطابق .  صورت 

  آزمون  ی باندها   با   ی باکتر   ی القا   ۀ مرحل   از   پس شده  مشاهده 
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 (. 1  ۀ شمار)شکل    کند می   د یی تأ   را   هدف   ن ی پروتئ   ان ی ب   وسترن، 

 یسلول  ۀ  رد    با     MTT    آزمون  :MTT    آزمون    جینتا

MDA-MB-231    ساعت انجام شد.    4۸و    24در دو زمان

هر م  کیدر    ی نور  جذب  نیانگیم  ،هات یکروپلیاز 

  هاچاهک  از  کیهر  ینور   جذب  از  بلانک  یهاچاهک

  ی نور  جذب  نیانگیم   ،تیپل  هر  در.  دیگرد  کسر

نظر گرفته و    در control Absعنوان  به   ز یکنترل ن  یهاچاهک

   :محاسبه شد ریز  ۀ رابط ق یاز طر  یسلول یدرصد بقا 

 
 % Cell Survival= (Abs sample- Abs blank)/ (Abs 

control – Abs blank)*100 

 

زمان    دهدیم  نشان  2  ۀ شمار  شکل در   4۸و    24که 

ها را  درصد سلول   50  یبالا   viability  دهایپپت  ۀهمساعت،  

  ن یا  اندک   تیسم  تیخاص  ۀ دهندکه نشان   اندبه همراه داشته 

 ها است.سلول  برحالت استاندارد و موتانت  در دهایپپت

  ج ینتا عینرمال بودن توز یابیارز برای  رویآزمون شاپ از

شد درنت  P value>0.05موارد    ۀهم در    .استفاده    ، جهیو 

ا  جینتا  عیتوز به  توجه  با  بود.   از   کیچ یه   در  هکنینرمال 

زنده    یهاسلول   زانیم  دها،یپپتیپل  MTTآزمون    یهاغلظت

  و  یبررس  برای  ،(IC50)درصد افت نکرد    50به کمتر از  

  غلظت   حداکثر  غلظت  دها،یپپتی پل  تیسم  زانیم  ۀسیمقا

نتاµM  125)  هاآن   ۀ شداستفاده  و  شد  انتخاب    زان یم  جی( 

  یآمار  لحاظ   از  غلظت  ن یا  با  تماس  در  زنده   یهاسلول

  جینتا  اختلاف  بودن  داریمعن  یبررس  برای.  گردید  یابیارز

  SPSS  افزارنرم  از  استفاده   با  یآمار  یزهایآنال   از  غلظت،  نیا

شد.     ، یسلول  ی بقا  زانیمبر  زمان  اثر  ۀ سیمقا  برای استفاده 

  یهاداده  نی ب جداگانه صورت به  دها یپپتی پل از کیهر یبرا

استفاده    Independent T- testساعت، از آزمون    4۸و    24

  زان یبودن اختلاف م  دارا  معن  انگریب  P value<0.05  گردید.

بود.    SΔ3و    S3تترامر،  یهای با توال  ی دیبریه  یتوال  تیسم

با    پس  یسلول  یبقا  زانیم تماس  از    کرومولیم  125از 

شده است. نشان داده  3  ۀ شمار شکل در  هایاز توال کیهر

 
  . 2ۀ شمار ؛ (لودالتونیک 43) ینیدی ستیه  ۀدنبال  یحاو  مثبت کنترل  ینی پروتئ ۀ نمون . 1 ۀ شمار ی؛ نیدیستیه ۀدنبال  از استفاده  با نگی مونوبلاتیا. 1 شکل 

 ( لودالتونیک 7/20 باًیتقر) ید یبریه  . 4 ۀ شمار  ی؛ن یپروتئ مارکر .3  ۀ شمار ؛(لودالتونیک 3/1۸ باًیتترامر )تقر نیپروتئ

 

 
 (B)ساعت  4۸و   (A) 24زمان  در دهایپپتیاز پل  کیمختلف هر یهاغلظت ی ازا به یسلول  یبقا زانیم راتیینمودار تغ. 2 شکل 
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 ساعت  4۸ و  24  در یسلول یبقا زانیم ۀسیمقا. 3 شکل 

 
 ها ی  توال از کیهر ی کروبیضدم فعال  یهاغلظت در ی سلول ی بقا زانیم .1 جدول

AMP MW(Da) MICGM(µg/ml) MICGM (µM) 
Viability 48 hr 

(%) 

Cytotoxicity 

48 hr (%) 

SΔ3S3-2mer-GS 20680.59 47.29 2.29 98.3 1.7 

S3-4mer-GS 20540.23 71.84 3.5 99.2 0.8 

S3 3891.42 108.36 27.85 92.5 7.5 

SΔ3 3961.5 65.59 16.56 91.4 8.6 

 

  24  زمان  در   که  گرددیم  ثابت   3  ۀ شمار  شکلبر اساس  

درصد    50  یبالا  viability  دهایپپت  ۀهمساعت،    4۸  و

حالت    در  دها ی پپت  ن یا  تیسمو    اند ها را به همراه داشته سلول

 است.  اندک وتیوکاریها سلول  براستاندارد و موتانت 

  غلظت  از شتریب اریبس  کرومولیم 125 غلظت کهازآنجا

  ت یسم  زانیم  ،نیبنابرا  ؛بود  هایتوال  یکروبیضدم  فعال

محاسبه    یکروبیرشد م  ۀ بازدارند  ن ی انگیدر غلظت م  های توال

برادیگرد   یهندس  نیانگیم  MIC  ریمقاد  ،منظور  نیا  ی. 

مرحل  آمده دستبه  از    ،یکروبیآزمون ضدم  ۀ از  استفاده  با 

  تر یلیلیم  بر  کرومولیم  به   های از توال  کیهر  یوزن مولکول

  ی های  منحن  یرو  یابیدرون  از  استفاده   با سپس  شد؛  لیتبد

  محاسبه ها  غلظت   نیا  در  یسلول  یبقا  زانیم  ، یسلول  یبقا

 (. 1ۀ شمار جدول) گردید

  ی هاغلظت   ریتأث  :یکروبیضدم  ت یفعال  آزمون  جینتا

پپت   ،یدی بریه  یهایتوال  از  کیهر  مختلف   یدها یتترامر و 

روآن  ۀ سازند باکتر  یها،  منف  یهایرشد  مختلف   یگرم 

Pseudomonas aeruginosa  استاندارد    یۀ)سو

ATCC27853)  در  شده زوله یا  مقاوم   ی کینیکل  یۀسو  و  

(  ATCC25922استاندارد   یۀ)سوE. coli و طوس کینیکل

سو تکرارهابه   ، مقاوم  ی کینیکل  یۀ و    یی چهارتا  ی صورت 

  بلانک   یهاچاهک   نیانگیم  ت، یکروپلیم  هر   در شد.    یبررس

  زانیو م  دیحداکثر رشد کسر گرد  یهاچاهک  نیانگیم  از

 : محاسبه شد ریز ۀ رابط اساسبر  یبازدارندگ
Growth Inhibition (%) = (OD maximum growth -

OD sample)/ OD maximum growth *100 

 رسم  د یپپتیپل  غلظتبرحسب    یبازدارندگ  یمنحن

  از   کیهر  یبازدارندگ  اثر  به  مربوط   جینتا.  دیگرد

  آمده   4  ۀ شمار  شکل  در یادشده   یهاه ی سو  یرو  دها یپپتیپل

نتا انحراف    شیآزما  4تکرار    نیانگ یم  ،جیاست.  و  هستند 

شده است.  داده   شینما  error barصورت  به   ج یاستاندارد نتا

  کاهش   باعث   که   ها یاز توال  یغلظت  ،یابیبا استفاده از درون 

عنوان  به   د، یگرد  مدنظر  یهای باکتر  رشد   ی درصد  90

 در نظر گرفته شد.   MICغلظت 

م  ،4  ۀشمار   شکل  در  به  توجه  با   جی نتا   نی انگی با  و 

 درصد  90  یبازدارندگ   زانی م   ،ی اب ی درون استفاده از روش  
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در شکل  µg/mlبرحسب  MICعنوان و به   دی محاسبه گرد 

 یدی بر ی ه  انی اثر ب   ی کل   ۀس ی مقا  برای گزارش شد.   5  ۀشمار 

. گردید استفاده    (Geometric mean)  ی هندس   ن یانگ ی از م 

م غلظت  اساس   ید ی بر یه   ی توال   MIC  ،ی هندس   ن ی انگی بر 

و    ،SΔ3  یها ی توال   MICاز    بیترت به   بی ترتبه   S3تترامر 

امر   نی کمتر بود که ا   درصد   57و    درصد   34  درصد،   2۸

ب  انگر ی ب   یکروب ی ضدم   ت یفعال   ی رو  ید ی بر یه   ان ی اثر مثبت 

 است.  یتوال  ن ی ا 

  S3مشتق از    ی هاکه موتانت  کندیم  ان یب  5  ۀ شمار  شکل

غلظت    به  نسبت   یکروبیضدم  ت ی خاص  ی،ترن ییپا  یهادر 

حالت  دارند  آن در  پا  SΔ3S3-2mer-GS  و   ن یترنییدر 

 اندازه است. 
 

A 
B 

 
C                                                                                                                        D 

  ی بر رشد باکتر دهایپپتیرشد پل یبازدارندگ یمنحن .B؛ E.coli ATCC 25922 یرشد باکتر ی رو دهایپپتیرشد پل  یبازدارندگ یمنحن .A  .4 شکل 

E.coli  ؛ مقاوم کال ینیکلC. یرشد باکتر یرو دها ی پپتیرشد پل یبازدارندگ ی منحن  ATCC27853 Pseudomonas Aeruginosa ؛D. یمنحن  

 مقاوم  کال ینیکل Pseudomonas aeruginosa یباکتر  رشد بر دهایپپت یپل رشد یبازدارندگ
 

 
 یگرم منف یهایباکتر هی عل یکروبیرشد م ی حداقل غلظت بازدارندگ .5 شکل 
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 گیرییجهو نتبحث 

باکتر به    هایی ازآنجاکه  دارو  به    یز تجو  علت مقاوم 

کرده   ها بیوتیکیآنت  ازحدیش ب کلاس ظهور  به    یهااند، 

آنت  یدیجد و  یازن   هابیوتیک یاز    پپتیدهای  است 

  همچنین   و   بالاتر  یرتأث   و   کمتر  جانبی با آثار    ضدمیکروبی

نکردن   یگزینجا  توانندیم  باکتری  در  مقاومت   ایجاد 

ارائه    یارزشمند پپتدهندرا  عناصر   یکروبیضدم  یدهای. 

 پپتیدهای پپتیدها،  اینهستند.    یذات  یمنیا  یستمس  یاصل

 در آرژنین یا  و لیزین حضور علتبه   که هستند کوچکی

 عاملکه    هستند  پاتیکآمفی و  دارند  مثبت بار   خود،  توالی

  غشای .  (21)است   پپتیدها این مستقیم میکروبیضد  فعالیت

 فسفولیپیدهایی قارچ، و  باکتری نظیر هاییمیکروارگانیسم

دارند خارجی  طرف در منفی بار با  پپتیدهای که غشا 

 مخالف، بار دارای   غشای این با تعامل اثر در میکروبیضد 

 بین از موجب یجه،درنت و کندمی   ایجاد  اختلال  آن در

  ی هاروش  ایناز    یکی.  (1)گردند  می هامیکروب رفتن

  بیوتیکیعنوان آنتبه   یدهاپپت   ین استفاده از ا  برای  یکاربرد

  یکدیگر   با  یکروبیضدم  پپتیدهای  کردن  ترکیب  و  هیبرید

افزا  تواند می   که  است   یکروبی، ضدم  یتخاص  یشباعث 

  های یسمارگان  روی  یکروبیضدم  فعالیت  محدودۀ   یشافزا

  اندوتوکسین   به ها  آن   تمایلی  قدرت  افزایش   یا  مختلف

  چشمگیری  افزایشها  آن  سمیت  خاصیت   اینکه   بدون   شود،

  یکروبیضدم  پپتیدهای  نوترکیب   بیان .  (22)باشد    داشته 

مولتبه    فیوژن  بیان   از  خاصی  نوع   هیبرید،  یا  مری صورت 

  پپتیدهای   از   بیشتری   مقادیر  به   دسترسی  امکان   که است  

در    همکاران  و  دینگ.  ( 16)کند  یم  فراهم  را  یکروبیضدم

ب  ،2010سال   پپت  یانبا  دبه   S3  یدژن  مونومر،   یمر،صورت 

اکتامر در و  ب  یافتندتترامر  آن  تترامر  فرم    یزان م  یشترینکه 

دارد  یانب در(23)  را    S3  یکروبی ضدم  یدپپت   بارۀ . 

تترامر و اکتامر،   یمر،حالات د  میان شده است که از  گزارش

.  (24)است  پپتید   این   تترامر  فرم   به  مربوط   فعالیت   بیشترین

در    یقتحق  نوآوری    یشافزا  یبرا  که  است  این حاضر 

  یبریداسیون از روش ه   ، S3  پپتیدی پل  یکروبیضدم  یتخاص

شد پپت   کهی طوربه   ، استفاده  واحد  فرم    ۀ سازند  S3  ید دو 

پپت با  . یدگرد  یگزینجا  SΔ3  یکروبیضدم  ید تترامر، 

گروه    ینسر  -  یسینگلا  پپتیدی   ی هادهنده اتصال  در  که 

  فضای  شود،می   بندیدسته   منعطف  پپتیدی  یهادهنده اتصال 

برای  بیشتری   قرارها  آن   اختیار  در  ها دمین   عملکرد  را 

که    گرددمی  پروتئین   تاخوردگی   بهبود   سبب   و   دهدمی

م انواع    یبرا  یدی جد  یدۀ ا  تواند یخود  از  استفاده 

.  (25)باشد    ینده ها در آآن  ییکارا  یسۀدهنده و مقااتصال 

ا  همکاران  و  بهشتی  باغ   در   یدیپپت  یهادهنده اتصال  یناز 

استفاده کردند و مشاهده نمودند که    S3  یدپپت  یبنوترک   یانب

مقا  ینکرل  ینا اتصال   یسهدر  سخت    پپتیدی   یهادهنده با 

افزا  ین،پرول  -یداس  یکآسپارت   یت خاص  یشباعث 

  ین ا  در   . (16)ید  گرد  آمده دستبه   ین پروتئ  یکروبی ضدم

ب  یق،تحق ل  S3و    SΔ3  یدهای پپت   یبریده  یاناثر    ینکربا 

  یبریداسیون، اثر ه ۀمطالع ی مطالعه شد و برا ینسر یسین گلا

سم  یکروبی ضدم  یت خاص تترامر    یت و  حالت  با    S3آن 

و تترامر از نظر    یبریده  پپتیدی دو پل  ین،بنابرا  گردید؛  یسهمقا

  یکسان کاملاً    هاید آمینه تکرارها و تعداد اس  ین ب  ینکرل  یتوال

تفاوت  و  فعالمشاهده   یهابودند  در    یولوژیکی ب   یتشده 

  SΔ3  یدبا پپت   S3  یددو پپت   یگزینیها، صرفاً مربوط به جاآن

  یبریده هایی ژن مربوط به توال یانب  ،منظور ین ا ی است. برا

تترامر باکتر  یراز سنتز و تکث  پس  ،و   E. coli BL21  یبه 

گرد القا  پس و    یدمنتقل    بیان   ،IPTGبا    یباکتر  ی از 

 SDS-PAGE  یهاهدف با استفاده از آزمون  هایین پروتئ

بیستیدینیه  ۀ دنبال  یهو وسترن )عل   یید تأ  هاآن   یان ( انجام و 

 کنندۀ یان ب  یهاکلون  از  برخی  در  بیان  مرحلۀ  از  پس.  شد

  پروتئین   از  ترین سنگ  باندهای  تترامر،  و   هیبرید   پپتیدپلی

انجام آزمون وسترن، حضور    گردید  مشاهده   هدف با  که 

  ی . شکست باندهاشد  ییدباندها تأ  یندر ا  یستیدینیه  ۀ دنبال

اح  یمرد پررنگ  SDS-PAGEآزمون    یایدر حالت  تر  و 

  ی حضور باندها  یانگرب  ، منومر  پپتیدیشدن باند مربوط به پل

ا  یدی سولفید   به   رسدینظر مبه   که است    هاین پروتئ   ین در 

  نظر  از  سرین  گلایسین  لینکر  بودن  طویل  و  منعطف  سبب

  با   مونومر   یک   از  سیستئین  شدن   نزدیک  امکان  فضایی،

  میان   سولفیدی دی   پیوند   تشکیل   یجه، درنت  و   دیگر  مونومر
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  تبدیل   دیمر  حالت  به  پروتئین  و  شده است   فراهم  مونومر  دو

  ین ا  ،2004در سال    همکاران  و  لی  مطالعات  نتایج.  گرددیم

  باند   تشکیل   خود،  مطالعۀ  در  آنان .  کندمی  ییدرا تأ  یهفرض

  یلتشک  یجه،و درنت  S3  ید پپت  یمونومرها  میان  سولفیدیدی

 یگزینیجا  یقاز طر  آنانکردند.    ییدرا تأ  یدپپت  ینا  یمرفرم د

سر  27  ۀ شمار  یستئینس توال  ینبا  مقا  S3  یدپپت  یدر    یسۀ و 

اتصال موتانت   که قدرت    یافتنددر  LPSبه    حاصله قدرت 

پپت باندها  S3  ید اتصال  وجود  حالت    سولفیدی، ی د  یدر 

.  (26)است    پیوند  این  بدون  موتانت   حالت  از  بیشترمراتب  به 

  یانگین م  ،SΔ3و    S3  پپتیدهای  هیبرید  بیان   اثر   بررسی  برای

بازدارندگ م  یغلظت  پپت  ینپروتئ  یکروبیرشد  با    یدحالت 

پروتئ از  آن  متناظر  .  یدگرد  یسهمقا  S3تترامر    ینمقدار 

  یبریدی ه  توالی  GMMICمقدار    ،طور که نشان داده شدهمان

مقاد مربوط  یراز  ب  نسبت   ، متناظر  حالت  و    ان یبه  تترامر 

باعث بهبود    بیبه ترت  S3و    SΔ3آن شامل    ۀ سازند  یدهایپپت

  ید از پپت   یانتیوار  SΔ3.  بود  افتهیبهبود  ی درصد  57و    2۸،  34

S3  یک گلوتام  ینۀ آم  یددو اس  یگزینیجا  یق است که از طر  

  یش بار افزا  3بار مثبت خالص آن    یزین،با ل   یسین و گلا  یداس

ا  یافته خاص  ین و  بهبود  باعث  به    یتامر  آن  اتصال 

منف  هاییباکتر  یوارۀ د  ساکاریدیپوپلی ل   یده گرد  یگرم 

 SΔ3و    S3  یتوال  یبریده   یانحاضر، ب   یق. در تحق(27)است  

افزا پروتئ  یشباعث  مثبت خالص  )  ینبار  +( در  6حاصله  

  یدهای بار مثبت پپت  یش. افزاشد  S3با حالت تترامر    یسهمقا

افزا  یکروبیضدم باعث    یکروبی ضدم  یتخاص  یشعموماً 

  یداس  یضشده است که تعوگزارش  ،مثالعنوان به  گردد؛یم

  alyteserin-2aیکروبیضدم  یدپپت  ی در توال  یسین گلا  ینۀآم

افزا .  (2۸)گردید  آن    یکروبیضدم  یت خاص  یشباعث 

حذف بار    ، S3  یداز پپت  یدی جد  یانت در وار  ، طور مشابهبه 

توال  یمنف افزا  ید،پپت   ینا  یاز  درنت  یشبه  و  مثبت    یجه، بار 

  یق . در تحق(13)شد  آن منجر    یکروبیضدم  یتبهبود خاص

اس  یگری،د پپت  یزین ل  ینۀآم  یدافزودن    یکروبیضدم  یدبه 

magainin  یکروبی ضدم  یت بار مثبت و خاص  یشباعث افزا  

  یدهای پپت  یراثر در سا  ین . هم(29)ید  گرد  یدجد  یانتوار

و    pseudin-2  (30)،  temporine   (15 )  یرنظ  یکروبیضدم

F17  (14)  شد.  یزن   پپتیدهای   نوترکیب  بیان  در   مشاهده 

 اثر  بررسی  مر،مولتی   یا  فیوژن  بیان   از  اعم  یکروبیضدم

 حائز   نکات  از  دیگر  یکی  آمده دستبه   پروتئین  یتسم

شد،  همان است.    اهمیت داده  نشان  که    24از    پسطور 

  دیبری ه  ن یدر مورد پروتئ  ی سلول  ی بقا  زان یم  ،ساعت تماس

پپت و    (SΔ3و    S3)ها  آن   ۀ سازند  ی دهای از  است  کمتر 

 کرومول یم 125در غلظت  یدیبریه  یتوال تیسم ،جهیدرنت

پپت حدود    ۀ دهندل یتشک  ی دهایاز  حداکثر  درصد    11آن 

مقاد  درصد  5اختلاف حدود    اما   ؛است  شتریب   ی بقا  ریدر 

معن  یدیبریه   یتوال  یسلول تترامر  و    دارا  و  نبود 

 تترامر  و  یدیبری ه  یهای توال  نیا  تیسم  ،گریدعبارتبه 

  اختلاف   تماس،  ساعت  4۸  از  پس  اما  است؛  کسانی  باًیتقر

  د یبریه  یتوال  مورد  در  یسلول   ی بقا  ریمقاد  میانشده  مشاهده 

پپت   یهای توال  با ا  دارا  سازنده معن  یدها یتترامر و  و    ن یبود 

به    باًیتقر  ی دیبریه  یتوال  ت یسم  زانیاست که م  یمعن  ن یبد

  S3تترامر،   یتوال تیاز سم شتری درصد ب 10و  12، 5 ب یترت

تفاوت سم  SΔ3و   تنها  با منومرها  ت یبود.  تترامر    ی حالت 

طور که نشان داده  بود. همان  داریمعن  (SΔ3, S)آن    ۀ سازند

م   شیافزا  با   ها ی  توال  کی هر  ی برا  ی سلول  ی بقا  زان یشد، 

 زمان  به   های توال  تیسم  ،نیبنابرا  ؛کردی م  دایپ  کاهش  ،زمان

.  افتییم  شیافزا  تماس،  زمان  شیافزا  با  و   بود   وابسته   زین

  یۀ در سو  SΔ3و    S3  یکروبیضدم  یددو پپت  یبریده  یانب  یرتأث

E.coli BL 21(DE3)  یت و فعال  یانب  یزانو با م  ید گرد  یانب  

  یسۀ شد. مقا  یسه مقا  S3تترامر    یب نوترک  ین پروتئ  یولوژیکب

بود    ین ا  یانگربا حالت تترامر ب   یدحالت پپت  ین پروتئ  یانب  یزانم

افزا پروتئ  یشکه  در  مثبت    یباکتر  یبرا  یبرید،ه  ین بار 

سم  یزبانم   فعالیت   مقایسۀ.  کندینم  یجادا  یتاثر 

  در  هیبرید   بیان   مثبت  اثر  بیانگر  پروتئین  دو  این  یکروبیضدم

هرچند    و  بود  حاصله  پروتئین  یکروبیضدم  خاصیت  افزایش

  یوکاریوتی،  یهاسلول  برای  هیبرید  پروتئین  سمیت  میزان

  داشت؛  افزایش   تاحدی  تترامر  پروتئین   سمیت  با   مقایسه   در

حداقل    یهندس  میانگین)  پروتئین  این  فعال  غلظت  در  اما

 این(  GMMIC  یکروبیرشد م  یبازدارندگ  یغلظت لازم برا

  که  گرفت  نتیجه  توانیم   بنابراین  بود؛  ناچیز  سمیت  افزایش
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  راهکار  SΔ3و    S3یکروبیضدم  پپتید ی پل  هیبرید  بیان

مقاد  یابیدست  یبرا  یمناسب پروتئ  یربه  از    ین مناسب 

 است.  یافتهارتقا یکروبیضدم یت با خاص یکروبیضدم

 

 تعارض منافع 

 این   در  منافعی  تضاد  که  کنندمی   اعلام  نویسندگان

 ندارد.   وجود مطالعه

 

   اخلاق کد

کد اخلاق نیاز  این مطالعه فاقد کارآزمایی بالینی بوده و  

 نداشت. 
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