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Introduction: The study of the effects of synthetic peptides with antibacterial 

properties can provide more effective antibiotics. This study designed, expressed, 

and investigated the Sushi 3 tetramer peptide. Subsequently, it was compared in 

terms of changing antibacterial properties with another Sushi3 tetramer peptide the 

aspartic acid and proline amino acids of which were replaced with glycine and 

serine amino acids. 

Material & Methods: First, the mentioned Sushi3 tetramer peptide sequences 

were designed, constructed, and named Mer1 and Mer 2, respectively, and cloned 

separately into plasmid pET-26b (+) and finally transferred to E.coli BL21 host 

(DE3). After the expression of the peptides, the presence of peptides was 

confirmed by SDS-PAGE and Western blotting. Afterward, the antimicrobial 

activity of Mer1 and Mer 2 was evaluated and compared. Finally, the toxicity of 

the two tetramers made on the MDA-MB-231 cell line was evaluated and 

compared. 

Findings: Mer1 and Mer 2 had similar protein expression, and the toxic effect of 

both peptides on the cell line was not significantly different. however, Mer 2 had 

more effective antimicrobial effects than Mer1 at the same concentrations. 

Discussion & Conclusion: Evaluation of the effect of amino acid replacement with 

less negatively charge on increasing the antimicrobial activity of peptides is a 

suitable strategy. The above results increase the possibility of designing and 

producing antimicrobial peptides against antibiotic-resistant strains as the next 

generation of antibiotics. 
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مشتق از   S3هایی با بار منفی کمتر در پپتید تترامر سنتتیک  ارزیابی تأثیر جایگزینی اسید آمینه

 اسبی بر خاصیت ضد باکتریایی آنآمبوسیت خرچنگ نعل

 4، حمزه رحیمی3، لیلا پیشکار1، اکرم عیدی  *2حدادایان، شاهین  1سکینه باغ بهشتی
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های مؤثرتر بیوتیکدست آوردن آنتیتواند راه را برای به باکتریایی می خاصیت ضد  دارای   بررسی آثار پپتیدهای   :مقدمه

دیگری مطالعه و مقایسه  Sushi3طراحی و بیان شد؛ سپس با پپتید تترامر   Sushi3هموار سازد. در این تحقیق، پپتید تترامر 

های گلیسین و اسپارتیک اسید و پرولین آن با اسید آمینه های  منظور تغییر خواص ضدباکتریایی، اسید آمینه گردید که به 

 سرین جایگزین شده بودند.

گذاری نام   Mer2و   Mer1ترتیب  تترامر یادشده، طراحی و ساخته و به  Sushi3های پپتیدی  ابتدا توالی   :هاو روش  مواد

به  پلاسمید  و  در  میزبان    26b-pET(+)طور جداگانه  به  درنهایت،  و  گردید  داده   DE3(coli BL21.E (کلون  انتقال 

روش   با  پپتیدها  وجود  بالا،  پپتیدهای  بیان  از  پس  فعالیت   PAGE-SDSشدند.  سپس  گردید؛  تأیید  بلات  وسترن  و 

MDA-شده بر روی ردۀ سلولی  بررسی و مقایسه شد. درنهایت، سمیت دو تترامر ساخته   Mer2و    Mer1ضدمیکروبی  

231-MB  .ارزیابی و مقایسه گردید 

داری نداشت؛ اما بیان پروتئینی مشابه داشتند و اثر سمی هر دو پپتید روی ردۀ سلولی تفاوت معنا   Mer2و   Mer1  ها: یافته 

Mer2   نسبت بهMer1  های یکسان، آثار ضدمیکروبی مؤثرتری دارد.، در غلظت 

ارزیابی تأثیر جایگزینی اسید آمینه با بار منفی کمتر در افزایش فعالیت ضدمیکروبی پپتیدها، راهکار   : یگیر نتیجه بحث و  

عنوان نسل بیوتیک را به های مقاوم به آنتی مناسبی است. نتایج بالا امکان طراحی و تولید پپتیدهای ضدمیکروبی علیه سویه 

 دهد. ها افزایش میبیوتیکبعدی آنتی 

 

 ، پپتیدهای ضدمیکروبیcاسبی، فاکتور  ، خرچنگ نعل Sushi3پپتید تترامر   :های کلیدیواژه

 نویسنده مسئول: 

 شاهین حدادایان

گروه   بیوتکنولوژی،  نانو  گروه 

های نوین، انستیتو  تحقیقات فناوری  

  پاستور ایران، تهران، ایران

Email: 
hadadian@yahoo.com 

 

 هایی با بار منفی کمتر در پپتید  ارزیابی تأثیر جایگزینی اسید آمینه .  ؛ رحیمی، حمزهلیلا ،  پیشکار   ؛اکرم،  عیدی  ؛شاهین،  حدادیان  ؛سکینه،  باغ بهشتی  ستناد:ا

   . 103- 116(:  4)29؛1400  آبان   . مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام، اسبی بر خاصیت ضد باکتریایی آنمشتق از آمبوسیت خرچنگ نعل  S3تترامر سنتتیک  
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  مقدمه

عفونت  باکتریافزایش  از  ناشی  منفی  های  گرم  های 

آنتی به  سویه بیوتیکمقاوم  شامل  چندگانه   های    های 

،  Escherichia coli  ،Klebsiella pneumoniaeمقاوم  
Pseudomonas aeruginosa    به مقاوم  انتروباکتریاسۀ  و 

carbapenem ،   جدی  مثال تهدیدات  از  که  هایی  هستند 

های حوزۀ درمان تبدیل  ترین چالش   امروزه، به یکی از مهم 

ترکیبات   از  جدیدی  نسل  تولید  درنتیجه،  و  است  شده 

به   ضدمیکروبی ضروری است راحتی مقاومت دارویی  که 

بیوتیکی یکی  . مقاومت آنتی (1)ها ایجاد نشود  در برابر آن 

مهم ایران  از  است.  امروز  جامعۀ  بهداشتی  معضلات  ترین 

بیش  تجویز  با  که  است  کشورهایی  از  ازاندازۀ  یکی 

بیوتیک روبروست و مصرف آن در این کشور، تقریباً  آنتی

برابر با کل مصرف آن در اروپاست. بر اساس این، مصرف  

.  (2)ندارد جهانی است  برابر استا  16بیوتیک در ایران  آنتی

از آنتی بسیاری  با ساختارهای    بیوتیک   تعداد  های سنتزی 

متف عفونتشیمیایی  کنترل  برای  و    اوت،  بیمارستانی  های 

می   بیماری استفاده  جهان  سراسر  در  انسان  عفونی    های 

ها باعث    بیوتیک   مدت از این آنتیشوند. استفـادۀ طولانی 

مقاومت  باکتری  ظهـور  و  چنددارویی  مقاوم    های  های 

بروز مشکلات  می باعث  با آثار جانبی  از سویی،  و  گردد 

بی در  فراوانی  میبالینی  ازاین (3)شود    ماران  بایستی  ؛  رو، 

گسترده  ضد تحقیقات  ترکیبات  سنتز  و  طراحی  برای    ای 

منابع   از  جدید  ضدمیکروبی  مواد  کشف  یا  و  میکروبی 

ها و منابع حیوانی    طبیعی ازجمله گیاهان دارویی، جلبک

منظور  ـه بـا پدیـدۀ مقاومـت دارویـی به صورت گیرد. مقابل

کاهش بروز آن و یا محدود کردن عوامل میکروبی مقاوم  

بیماری ازآنجاکه  دارد.  فراوانی  و    اهمیت  عفونی  های 

دهند و    ها را تشکیل می  میکروبی دستۀ بزرگی از بیماری

  بیوتیک  های میکروبی مقاوم به آنتی از سویی، شمار سویه

میروزبه ها   بیشتر  ضد   روز  مواد  به  نیاز  بنابراین،    شود؛ 

ضرر هرروز بیشتر  باکتریایی جدید و کم  قارچی و یا ضد 

رو، بررسی آثار پپتیدهای سنتتیک  گردد؛ ازاین  نمایان می

به   باکتریایی می  ضد    دست آوردن آنتی تواند راه را برای 

سازد  بیوتیک  هموار  جدید  ضدمیکروبی    .های  پپتیدهای 

میکروبی هستند که  های متنوع ترکیبات ضد از گروه یکی  

باکتری مقاومت  پیدایش  علت  به  به  پاتوژن  های 

گرفته بیوتیکآنتی قرار  بسیاری  موردتوجه  رایج  اند.  های 

مولکول  شبه این  اسید  های  دربردارندۀ  اغلب  پروتئینی 

تغییرشکل آمینه  اصلاحهای  و  در  شده یافته  که  هستند  ای 

 شوند. ها یافت نمی شده توسط ریبوزوم اخته پپتیدهای سپلی

 در  ها آن  گر مداخله  ظرفیت  به علت  پپتیدها  این  سمیت 

غشا، سبب القای   در  منافذ  ایجاد  با  که  است  میکروبی  غشای 

 های گیاهان گونه  از  بسیاری  گردند. ها می مرگ سلولی آن 

 پپتید  نوع  چندین  تولید  توانایی انسان، ازجمله  حیوانات،  و 

ایمنی ( 4) دارند   را  میکروبی ضد  ضدمیکروب  پپتیدهای   .

کنند و فعالیت ضدباکتریایی، ذاتی موجودات را تحریک می 

اسیدهای   با  ضدمیکروبی پپتیدهای سی و قارچی دارند. ویرو 

مثبت  بار  دارای  روی  آمینه  ها    میکروارگانیسم  سطح  بر 

می   برهم  الکترواستاتیک  نیروهای  وسیله به   کنند.کنش 

 منفی  بار  با ترکیبات  به  آن  اتّصال  برای  پپتید  دوم  ساختار 

 ضروری  آنیونی،  فسفولیپیدهای  مانند   هدف  غشاهای در 

  پپتیدهای  ها   آن  وسیلۀ به  که  سازوکارهایی  است. 

 کنند؛  نفوذ  میکروبی غشاهای به  توانند   می  ضدمیکروبی

 تخریب  یا  غیرلیپیدی  ساختار ترویج  منافذ،  تشکیل مانند  

 می نظر به  و  نیست  یکسان  پپتیدها  همۀ  دولایه، برای  غشای 

 لیپیدی   ترکیب  و  پپتید  مولکولی  های   ویژگی  به  که  رسد 

 . ( 5) دارد   بستگی  هدف  غشای 

ضدمیکروبی   راهکار  به   (AMPs)پپتیدهای  عنوان 

عفونت  برای  و  جدیدی  داروها  برابر  در  مقاوم  های 

شماری در شوند و تحقیقات بی ها محسوب میبیوتیکآنتی

های مهم  از دیگر مزیت.  (6)این حوزه در دست انجام است  

آن  کاربرد  ضدمیکروبی  پپتیدهای  از  کنترل  برخی  در  ها 

و استفاده در حذف اندوتوکسین   هاتشکیل یا حذف بیوفیلم

از فاکتور  مشتق   S3پپتید    .(8،  7)است   موجود در   Cشده 

اسبی یکی از این  ( خرچنگ نعل(Amoebocyteآمبوسیت  

پپتیدهای ضدمیکروبی است که تحقیقات متعددی دربارۀ  
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در داخل  سازوکار ضدمیکروبی آن صورت گرفته است.  

گونه   hemolymphهمولنف   خون(  مشابه  گردشی    )مایع 

مختلف خرچنگ نعل های  سلولهای  گردشی  اسبی،  های 

به   این    آمبوسیتنام  فراوانی  شدن  لیز  که  دارند  وجود 

های گرم منفی به  ها توسط اندوتوکسین باکتری  آمبوسیت

 شود.مانندی منجر می ایجاد ماده ژل

و  به  پرهزینه  پیچیده،  فرایند  پپتیدها  سنتز  طورکلی، 

بری است و جداسازی پپتیدهای ضدمیکروبی از منابع  زمان

، صرفۀ  (9)بودن      بر و پرهزینهها نیز علاوه بر زمانطبیعی آن 

ای که در سال  محیطی ندارد. در مطالعه اقتصادی و زیست 

 انجام گرفت، محققان دریافتند که با بیان ژن پپتید  2010

S3  فعالیت  صوربه حفظ  بر  علاوه  آن،  تترامر  فرم  ت 

 SΔ3 . پپتید(10)ضدمیکروبی، بیشترین میزان بیان را دارد  

پپتید ارتقایافتۀ  دو   S3 واریانت  تغییر  با  آن،  در  است که 

لیزین، بار مثبت پپتید، خاصیت  به   E11 و G9 اسید آمینۀ

از   است.  یافته  افزایش  آن  اثر سمیت  البته  و  ضدمیکروبی 

 مر پپتیدهای مولتیسویی، تحقیقات نشان داده است که فرم 

S3  (11)نیز خاصیت ضدمیکروبی دارند . 

 هایمولکول  از میکروبی  ضد پپتیدهای جاکه  آن از

 دارند، اندکی سلولی سمیت و هستند بدن ذاتی ایمنی مهم

 در دارو عنوانبه   دور، چنداننه  ای  آینده  در توانند  می

 سپتیک های  شوك  همچنین و التهابی های  بیماری درمان

در  .  (12)شوند   استفاده  هاباکتری اندوتوکسین از حاصل

های مختلف پپتید  مقایسه میزان بیان واریانت   این تحقیق، به 

و ارزیابی    E.coli BL 21(DE3)در سویۀ    S3ضدمیکروبی  

آمینه تأثیر   اسید  کمترجایگزینی  منفی  بار  با  دارای   هایی 

 گلایسین، در بهبود خواص ضدمیکروبی پرداخته شد. 

 

 ها و روش مواد 
های پروتئینی  ، توالی DNAجهت تعیین توالی    ژن:سنتز  

سایت  طراحی معکوس  ترجمه  از  استفاده   ExPASyشده 

آن و    '3 ,'5به انتهای    XhoIو    NdeIهای برشی  شد. سایت 

آن   به  انتروکیناز  برش  سایت  همچنین  و  هیستیدنی  دنباله 

شرکت   به  ژن  سنتز  سفارش  و  گردید    Biomatikاضافه 

( در وکتور  Mer2و    Mer1های ژنی )  کانادا داده شد. سازه 

pET-26b(+) دریافت گردید . 

پروتئینهای   توالی  )نحوه   Mer2و    Mer1ساختار 

نشان داده   1چیدمان واحدهای پپتیدی و لینکر( در جدول  

 شده است.

تهیۀ سلول   از   های مستعد: تکثیر پلاسمید، تخلیص و 

پلاسمیدهای به   E. coli TOP10Fباکتری   تکثیر  منظور 

به میزبان   انتقال وکتورها  از   .Eمدنظر استفاده شد. پس 

Coli TOP10F از استفاده  با  پلاسمید  تخلیص  فرایند   ،

تخلیص پلاسمید   نمونه  Qiagenکیت   صورت گرفت و 

ها برای مشاهدۀ کیفیت عمل استخراج، بر روی ژل آگارز 

 برده شدند.  1%

 E. Coliمیکرولیتر از استوك میزبان باکتریایی    10ابتدا  

درجه، بر   70موجود در فریزر منفی   BL21(DE3) سویۀ

کشت    Luria-Bertani medium  (LB)روی پلیت آگار  

به مدت یک  و  گراد    درجۀ سانتی  37شب در دمای  داده 

برداشته و  از پلیت یک کلنی    سپس  گرماگذاری گردید؛

از محیط کشت )میلی   5در   تلقیح    LB  )Luria brothلیتر 

گراد و  درجۀ سانتی   37  شد و در شیکر انکوباتور با دمای  

مدت   سرعت    4تا    3به  با  گردید.   g170ساعت    کشت 

نانومتر   600موج  ها در طول که جذب نوری سلول هنگامی

ریفوژ ها به کمک سانت )فاز لگاریتمی( رسید، سلول  5/0به 

دقیقه رسوب داده و مایع رویی   3به مدت    g9000در دور  

میکرولیتر   900رسوب سلولی حاصل در    دور ریخته شد.

)  1/0محلول   کلراید  کلسیم  از  حل   (2CaClمولار  سرد 

 ها    دقیقه روی یخ قرار گرفت. سلول  30گردید و به مدت  

 Mer2و  Mer1 توالی پروتئین هایساختار   .1جدول 

 واحدهای سازندۀ پروتئین  نام پروتئین  ردیف 

1 Mer1 10His-Entrokinase site-S3-DP-S3-DP-S3-DP-S3 
2 Mer2 10His-Entrokinase site-S3- (GGGGS)3-S3- (GGGGS)3- S3-  (GGGGS)3-S3 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
sj

im
u.

29
.4

.1
03

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
34

72
8.

14
00

.2
9.

4.
8.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

7-
17

 ]
 

                             4 / 14

http://dx.doi.org/10.52547/sjimu.29.4.103
https://dorl.net/dor/20.1001.1.15634728.1400.29.4.8.6
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-7050-en.html


107 
 

ر
ی
ث
أ
ت

 
ی
ن
ی
ز
گ
ی
ا
ج

 
د
ی
س
ا

 
ه
ن
ی
م
آ

ی
ی
ا
ه

 
ا
ب

 

ر
ا
ب

 
ی
ف
ن
م

 
ر
ت
م
ک

 

 

 

 

 دقیقه سانتریفوژ شدند.  3به مدت  g9000در دور 

مولار از    1/0میکرولیتر محلول    600رسوب سلولی در  

2CaCl    دقیقه روی یخ قرار    30سرد حل گردید و به مدت

به مدت   g9000ها دوباره در دور  گرفت. درنهایت، سلول 

میکرولیتر      400رسوب سلولی در    دقیقه سانتریفوژ شدند.  3

 سرد حل گردید. 2CaClمولار از  1/0محلول 

باکتری   نوترکیب:    BL21ترانسفورماسیون  وکتور  با 
منظور های مستعد، سازۀ ژنی به از آماده شدن سلول   سپ

پس    منتقل شد.   BL21(DE3)سویۀ    E. coliبیان به باکتری  

های بیانی، مراحل بیان این    های ژنی به سلول   از انتقال سازه 

پروتئین   پروتئین بیان  باکتری صورت گرفت.  در  های    ها 

گراد و زمان انکوباسیون  درجۀ سانتی  30نوترکیب در دمای  

لیتر  میلی  250لیتر و  میلی  5ساعت پس از القا، در حجم    4

 انجام گردید. 

نوترکیب: پروتئین  جداسازی    پس  استخراج  از 

به زیست کشت  محیط  از  دیوارۀ  توده  سانتریفیوژ،  وسیلۀ 

پلت کردن  حل  طریق  از  نسبت    سلولی  به   /وزنی  1:5ها 

( لیزکنندۀ  محلول  در   tris- HCl  )Trisحجمی 

hydrochloride  (20  مولار  میلیpH7.5  از استفاده  با  و   )

ثانیه(    30توقف    – ثانیه   30دستگاه اولتراسونیک )ده پالس  

شکسته شد و پس از شستشو و حذف بقایای دیوارۀ سلولی  

به    بادی  شده، اینکلوژنشکسته  با استفاده از سانتریفیوژ  ها 

صورت پلت جداسازی  به   g  9000دقیقه و دور    10مدت  

بافر   در  برای شستشو  و  مولار  میلی  tris- HCl  20گردید 

pH 7.5    سانتریفیوژ    مولار حل شد و پس از  2حاوی اوره

  ها جمع   بر اساس شرایط بالا، سوپرناتانت دور ریخته و پلت

شده با استفاده از  آوری گردید؛ سپس اینکلوژن بادی شسته 

مولار   6حاوی اوره  pH 7.5مولار میلی tris- HCl 20 بافر

دقیقه    30وزنی/ حجمی( و به مدت    1:5حل گردید )نسبت  

زده شد. با استفاده  درجه با همزن مغناطیسی هم  4در دمای  

مدت   به  سانتریفیوژ  سرعت    15از  با  مایع 9000gدقیقه   ،

 آوری گردید. شده جمعرویی حاوی پروتئین حل 

تمایلی  استفاده از کروماتوگرافی  با  تخلیص پروتئین 
فلزی   توالی   : (IMAC)یون  از  هریک  تخلیص  ها،   برای 

رزین  میلی   یک    50سوسپانسیون    NiNTA  (2  mlلیتر 

لیتری ریخته شد و   یک میلی  Hitrapدرصد( درون ستون 

متعادل  از  با  پس  متعادل  میلی   5سازی  بافر  با لیتر  سازی 

جریان   ) میلی   1شدت  دقیقه  در  به ml/minلیتر  نمونه   ،)

برابر حجم ستون   10ستون اعمال گردید؛ سپس ستون با  

و   0.01>به    A280سازی تا رسیدن جذب  از بافر متعادل 

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

با   6سپس   حجم از بافر شویش به ستون اعمال گردید و 

فرکشن  پیک،  میلی   مشاهدۀ  یک  به های  مربوط  لیتری 

جمع م  پیک  با شاهدۀ  ستون  درنهایت،  گردید.  آوری 

از   مجدد   5استفاده  استفاده  برای  بازیابی،  محلول  حجم 

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

نگهداری  یخچال  در  بعدی  استفاده  تا  ستون(  حجم 

شده از ستون گردید. حضور پپتید هدف در نمونۀ خارج 

 أیید شد.ت   SDS-PAGEبا استفاده از  

بلاتینگ   هایی پروتئین   :(Western Blotting)وسترن 

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

به   الکتریکی  ولتاژ  از  استفاده  با  بودند،  جداشده  یکدیگر 

نیتروسلولز   کاغذ  گردیدند.  منتقل  نیتروسلولز  کاغذ  روی 

( برای اتصال  2cm/µg 70 ظرفیت بسیار مناسبی )در حدود  

میپروتئین  نشان  از  (14،  13)دهد  ها  تحقیق،  این  در   .

برای انتقال باندهای پروتئینی  Semi Dry Bio-rad دستگاه 

غیراختصاصی  استفاد انتقال  از  جلوگیری  برای  شد.  ه 

نیتروسلولزبادی آنتی کاغذ  سطح  به  مدت    ،ها  به  کاغذ 

بافر    شبیک  Phosphate buffered saline (PBS)در 

درصد قرار   Bovine Serum Albumin (BSA)  5حاوی  

 داده شد. 

از   پس  بعد،  با    3روز  کاغذ  شستشوی   PBS  بافربار 

آنتی   درصد   Tween  05 /0   20حاوی  دنبالۀ  ،  علیه  بادی 

در   1000به    1با رقت   هیستیدینی متصل به آنزیم پراکسیداز 

  2روی کاغذ نیتروسلولز اضافه گردید و به مدت    PBSبافر  

از   پس  شد.  داده  قرار  شیکر  روی  اتاق،  دمای  در  ساعت 

تشخیص   برای  شستشو،  بافر  با  کاغذ  دوبارۀ   شستشوی 

یعنی   پراکسیداز  آنزیم  سوبسترای  پروتئینی  باندهای 
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Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)   حاوی

آن    2O2Hمیکرولیتر    20 واکنش  به  اثر  در  گردید.  اضافه 

DAB   و پراکسیداز روی کاغذ نیتروسلولز، مشاهدۀ رسوب

 ای رنگ حضور باند پروتئین مدنظر را تأیید کرد.قهوه 

بازدارندگی    فعالیت  غلظت  )حداقل  ضدمیکروبی 
MIC50):    از حاصله،  هیبریدی  پروتئین  ضدمیکروبی  اثر 

بازدارندگی   غلظت  تعیین حداقل  برای  طریق  شد.  مطالعه 

گردد و به  پپتید تهیه میهای متوالی از پلیاین منظور، رقت

  شود. باکتری تایی استریل افزوده می  96های پلیت  چاهک

مختلف   منفی  گرم    pseudomonas aeruginosaهای 

استاندارد   مقاوم    ATTC27853)سویۀ  کلینکی  سویۀ  و 

)سویۀ    Escherichia coli و  شده در کلینیک طوس( ایزوله 

ابتدا در  و سویۀ کلینیکی مقاوم(    ATCC25922استاندارد  

کشت   و    Mueller Hintonمحیط  شد  داده  شبانه  کشت 

لیتر  میلی  5میکرولیتر از کشت شبانه به    100سپس با افزودن  

تا   تازه  به  محیط    )600nm OD 0.6(ی  فاز لگاریتمرسیدن 

تا  سترون  نمکی  سرم  از  استفاده  با  سپس  گردید؛  کشت 

-1 رسیدن به غلظت سلولی
CFUml 5 10×  5      رقیق شد

فارلند   مک  استاندارد  کدورت  مشابه  کدورت  )حصول 

میکرولیتر محیط کشت    50(. در شرایط سترون، میزان  5/0

  10الی    2های    های ستون  مولرهینتون در هریک از چاهک

چاهک  در  شد.  شمارۀ  ریخته  ستون  تست    12های  برای 

تنها   میکرولیتر محیط کشت    100سترونی شرایط آزمون، 

میکرولیتر از هریک از   100، 1های  ریخته شد. در چاهک 

توالی  پروتئین   Mer2و ژن    Mer1  (Seq1)های ژن  های 

(Seq2)   20غلظتX  کشت محیط  از  استفاده  با   ،

س  (؛ سپ2X  قیق گردید )غلظت نهاییبرابر ر  10مولرهینتون  

آن  250 هریک  از  چاهک   میکرولیتر  در    1های  ها 

های مربوطه ریخته شد. با کمک سمپلر چندکاناله،  ردیف

چاهک   200 از  چاهک  1های  میکرولیتر  درون    2های  به 

  ، رقت 10های شمارۀ  ریخته شد و با ادامۀ این کار تا چاهک

گردید؛ سپس به هریک از    تهیه   5/4های متوالی با نسبت  

چاهک  10الی    1های  چاهک ستون  و    50،  11های 

سوسپانسیون  از  تهیه میکرولیتر  میکروبی  اضافه  های  شده 

های متوالی  به رقت  10الی  1های گردید؛ بنابراین، چاهک

به کنترل مثبت باکتری )رشد    11های ستون  پپتیدها، چاهک

چاهک  و  سویه(  ستون  حداکثر  منفی    12های  کنترل  به 

.  (15)باکتری )تست سترونی آزمون( اختصاص داده شد  

از   دمای    18پس  در  انکوباسیون  درجۀ    37ساعت 

چاهک سانتی جذب  طول گراد،  در  نانومتر    600موج  ها 

آن   که جذب  پروتئین  از  غلظتی  و حداقل  قرائت گردید 

به   50معادل   بود،  پروتئین  فاقد  عنوان  درصد جذب سلول 

پروتئین   بازدارندگی  غلظت  انتخاب   (MIC 50)حداقل 

صورت تکرار  ل از هم و به شد. آزمون در دو نوبت مستق

 تایی صورت گرفت. سه

فارلند   مک  استاندارد  تهیۀ  محلول  ،  5/0برای  ابتدا 

 18/0و محلول    )O22H.2BaCl(مولار کلرید باریم    048/0

 5/0ساخته شد؛ سپس    (H2SO4)مولار اسید سولفوریک  

لیتر محلول    میلی  99/5لیتر از محلول کلرید باریم به    میلی

به اسید   و  گردید  اضافه  تا  سولفوریک  شد  همزده  خوبی 

به  از صحت  حالت سوسپانسیون  اطمینان  برای  آید.  دست 

فارلند    محلول مک  محلول  نوری  جذب  سازی، 

گیری گردید.    نانومتر اندازه   625موج  آمده در طول دستبه 

بین   جذب  این  صحیح  است.   13/0الی    08/0محدودۀ 

لوله در  حاصله  آزم  استاندارد  در حجمهای    5های    ایش 

لیتر تقسیم و دور از نور در دمای محیط نگهداری شد.  میلی

برای همۀ تکرارها    MIC50یابی مقادیر  با استفاده از درون 

مقادیر  این  روی  بر  آماری  آنالیزهای  و  گردید  تعیین 

منحنی   از  گرفت.  تشخیص    Box- Plotصورت  برای 

پرت  داده  آزمون    (Outlier)های  از   Shapiro- Wilkو 

استفاده شد. برای    MIC50برای بررسی توزیع نرمال نتایج  

واریانس  بودن  یکسان  آزمون  ارزیابی  از  از    Leveneها  و 

مقایسۀ    independent sample T-Testآزمون   برای 

MIC50 پپتیدهای موردمطالعه استفاده گردید.پلی 

بر سلول  پپتید  یوکاریوتیاثر سمیت  ردۀ سلولی    :های 

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

تهیه و در فلاسک کشت سلولی   ایران  پاستور    25انستیتو 

محیط    میلی دارای   FBS (Fetalحاوی  DMEMلیتر 
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bovine serum) 10%  100بیوتیک ) حاوی آنتی µg. 

1 -
ml 1سیلین و پنی -

ml µg100  2 استرپتومایسین( درCO

گراد کشت داده شد. پس    درجۀ سانتی   37در دمای    5%

ساعت و تشکیل یک لایۀ سلولی بر دیوارۀ فلاسک،   48از  

ساعت    24ها دوباره پاساژ گردیدند و دوباره پس از    سلول

وسیلۀ تیمار ملایم با تریپسین  ها، به   و تشکیل تک لایۀ سلول 

دمای   در  سانتریفیوژ  با  و  شد  کنده  دیواره  درجۀ    4از 

دور  یسانت و  مدت    g  1200گراد  تخلیۀ    2به  با  دقیقه، 

ها    ها حذف گردید و سلول  سوپرناتانت تریپسین از سلول

اطمینان از   بالا حل شد و پس از  دوباره در محیط کشت 

viability  رنگ   سلول طریق  از  و  ها  بلو  تریپان  با  آمیزی 

سلول زیر شمارش  در  نئوبار  لام  از  استفاده  با  ها 

میکرولیتر    100در    3000ها به میزان    میکروسکوپ، سلول

( میکروپلیت  چاهک  هر  مخصوص    96در  تخت  چاهکه 

ساعت و اطمینان    24کشت سلولی( توزیع گردید. پس از  

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

های    ها از طریق مکش تخلیه شد و غلظت  داخل چاهک

پلی از  هریک  )رقت پپتید   مختلف  های  های ضدمیکروبی 

با نسبت یک  شده در محیط کشت آماده  دوم رقیق متوالی 

به میزان   به هر چاهک اضافه    100مطابق فوق(  میکرولیتر 

از     ساعت، در میکروپلیت  24گردید. همین عملیات پس 

های پلیت روز    های جدید تکرار شد و به این ترتیب سلول

روز دوم به مدت  های پلیت    ساعت و سلول   48اول به مدت  

پلی  24 با  ضدساعت  قرار   پپتیدهای  تماس  در  میکروبی 

از   پپتیدها  حاوی  محیط  محلول  سوم،  روز  در  گرفتند. 

میکرولیتر از رنگ حیاتی    100ها تخلیه گردید و    چاهک

formazonMTT  با غلظتml/mg  5.0   ها اضافه  به چاهک

از   و پس  انکوباسیون در دمای    4شد  و    37ساعت  درجه 

5% 2COکریستال افزودن    formazanهای  ،    µl  100با 

DMSO  نوری  به جذب  میزان  و  درآمده  محلول  صورت 

گیری    ( اندازه nm  595نانومتر )  600موج  ها در طول چاهک

به جذب   نمونه  هر  نوری  نسبت جذب  تعیین  با  و  گردید 

درصد(، نسبت    viability   100نوری نمونۀ کنترل منفی )

  50ها محاسبه شد و غلظتی از پپتید که در آن  بقای سلول 

گزارش   IC50عنوان غلظت  ها زنده بودند، به درصد سلول 

صورت تکرار  گردید. آزمون در دو نوبت مستقل از هم و به 

منحنی  سه از  گرفت.  صورت  برای    Box- Plotتایی 

 -Shapiroو از آزمون    (Outlier)های پرت    تشخیص داده 

Wilk    برای بررسی توزیع نرمال نتایج درصد بقای سلولی

سمیت   نشدن  مشاهده  به  توجه  با  شد.  درصد    50استفاده 

(IC50)   پپتیدها و پپیتد    دربارۀ همۀ پلیMer1   عنوان پپتید  به

پلی غلظت  بیشترین  در  سلولی  بقای  نتایج  پپتید    مرجع، 

(200 µM) ودن  ، انتخاب گردید و برای ارزیابی یکسان ب

و برای مقایسۀ میزان سمیت   Leveneها از آزمون واریانس 

ساعت، از آزمون    48و    24های  پپتیدها در هریک از زمان

one way ANOVA     و آزمونLSD    وpost -hoc    در(

)در    Games-Howellها( و آزمون  شرایط برابری واریانس 

واریانس  مقایسۀ  شرایط  برای  شد.  استفاده  نامساوی(  های 

ساعت، از آزمون    48و    24های    میت هر پپتید در زمانس

independent sample T- Test .استفاده گردید 

 

 یافته ها 

با توجه به   وسترن بلات برای تأیید بیان پروتئین هدف:

سکانس در  پروتئین   اینکه  دنبالۀ    های  مدنظر،  های 

شده بود، آزمون وسترن بلات با استفاده از  هیستیدینی تعبیه 

. تطابق  (1)شکل    بادی علیه دنبالۀ هیستیدینی انجام شد  آنتی

شده پس از مرحلۀ القای باکتری با باندهای  باندهای مشاهده 

پروتئین    .نمودآزمون وسترن، بیان پروتئین هدف را تأیید  

Mer2    باند باند  و دو  در کلونهای متفاوت بصورت تک 

از نظر وزنی  مشاهده شد که با توجه به اینکه باند سنگین تر  

باند سبکتر بود و در آزمون وسترن هر دو   برابر  تقریباً دو 

باند سنگینتر   بودند. همچنین  دنباله هیسیتیدینی  دارای  باند 

آزمون   احیاء  شرایط  در    SDS-PAGEدر  وزنی  نظر  از 

کلونهای   در  میرسد  نظر  به  گرفت.  قرار  اول  باند  جایگاه 

طریق باند دی    از  Mer2، دو پروتئین 2متفاوت از سکانس  

سولفیدی به صورت دایمر تبدیل شده و در نتیجه در شرایط  

غیر احیاء و در آزمون وسترن در جایگاه باند سنگین تر قرار  

)حاصل    Mer2و    Mer1گرفتند. در ادامه تحقیق پروتئینهای  
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آزمونهای   برای  و  گردیده  تخلیص  باند(  تک  کلون  از 

 مختلف مورد استفاده قرار گرفتند.

-MDAبا ردۀ سلولی    MTTآزمون    : MTTج آزمون  نتای 

MB-231    ساعت انجام شد. در هریک    48و    24در دو زمان

های بلانک از  ها میانگین جذب نوری چاهک از میکروپلیت 

ها کسر گردید. در هر پلیت،  جذب نوری هریک از چاهک 

نوری چاهک  به میانگین جذب  نیز  Abs عنوان  های کنترل 

control    در نظر گرفته شد و درصد بقای سلولی از طریق رابطۀ

 محاسبه گردید:  زیر 

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

– Abs blank)*100  
پروتئینهای   سلولی  سمّیت  مقایسه   ،  Mer2و    Mer1برای 

غلظت   با  تماس  از  بعد  سلولی  بقای  درصد    250نتایج 

میکرومولار هر یک از این دو پروتئین با استفاده از آزمون  

  ج ینتابا یکدیگر مقایسه شد.    Independent T- testآماری  

  در مرحله اول   .است  شده   آورده   2  ۀ مربوطه در جدول شمار

  ع ینرمال بودن توز  یابیارز  برای   Shapiro- Wilkآزمون    از

شد  جینتا   بیانگر  P.value>0.05موارد    همۀ در    . استفاده 

 بود.  نتایج نرمال   عیتوز

P value> 0.05   از هریک  سمیت  میزان  نتایج  میان 

ساعت، بیانگر نبودِ اختلاف    48و    24ها در زمان    سکانس

 ها است.  دار در سمیت سکانس معنا

برای   سلولی،  بقای  میزان  بر  زمان  اثر  مقایسۀ  برای 

 24های صورت جداگانه میان داده پپتیدها به هریک از پلی

 
 ی نیدی ستیه ۀ دنبال از استفاده  با  نگی مونوبلاتیا .1شکل 

 Mer2 ن یپروتئ  . 4  ۀ(؛ شمار لودالتونیک  21)  باند تک    کلون Mer2 نی پروتئ   .3  ۀ شمار ی؛  نی : مارکر پروتئ2  ۀ(؛ شمارلودالتونیک  18)  Mer1  نی پروتئ  . 1  ۀشمار

در   ،آن  ی دو برابر بودن وزن مولکولبه  ( که با توجه  لودالتونیک  43)  ینیدی ستیه  ۀنبالد  یکنترل مثبت حاو  ینیپروتئ  ۀ نمون  .5  ۀ شمار؛  (مری)دادو باند  کلون

 . ردیگیقرار م Mer2و  Mer1 دیپپت  یریبالاتر از محل قرارگ یفضا

 
 1به نسبت سکانس  2مقایسۀ درصد بهبود خاصیت ضدمیکروبی پپتید سکانس  .2جدول 

peptide 1 peptide 2 
E.coli -

ATCC25922 

resistant E. 

coli 

P. aeruginosa 

ATCC27853 

resistant P. 

aeruginosa 

Mer1 Mer2 18.94 14.76 12.13 18.33 
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 ساعت  48و   24مقایسۀ میزان بقای سلولی در  . 2شکل 

 

از آزمون    48و    Independent T- test(16)ساعت، 

استفاده شد. مقایسۀ میزان بقای سلولی در حداکثر غلظت 

و    24( برای هریک از پپتیدها در ساعات  M250µپپتید )پلی

 شده است. نشان داده  2ساعت، در شکل شمارۀ  48

رشد   بازدارندگی  غلظت  حداقل  آزمون  نتایج 
از  غلظت تأثیر    :(MIC)باکتریایی   هریک  مختلف  های 

های گرم منفی  بر رشد باکتری  Mer2و    Mer1پپتیدهای  پلی

استاندارد    Pseudomonas aeruginosaمختلف   )سویۀ 

ATCC27853   ایزوله مقاوم  کلینکی  سویۀ  و  و   .Eشده( 

coli    استاندارد کلینیکی    ATCC25922)سویۀ  سویۀ  و 

در هر  صورت تکرارهای چهارتایی بررسی شد.  به   مقاوم(، 

چاهک  میانگین  میانگین  میکروپلیت،  از  بلانک  های 

های حداکثر رشد کسر گردید و میزان بازدارندگی  چاهک

 بر اساس رابطه زیر محاسبه شد:

Growth Inhibition (%) = (OD maximum 

growth -OD sample)/ OD maximum growth *100 
باز پلیمنحنی  غلظت  برحسب  رسم دارندگی  پپتید 

از   هریک  چهارتایی  تکرارهای  به  مربوط  نتایج  گردید. 

باکتری پلی از  هریک  برای  شکل  پپتیدها  در  یادشده  های 

 آمده است. 3شمارۀ 

غلظت  میانگین  بازدارندگی  پلی میزان  بر  های  پپتیدها 

سویه  از  بررسیهریک  شمارۀ  های  شکل  در  نشان    3شده 

 -ATCC27853 هایدر این شکل سویه  . .شده استداده 

Pseudomonas aeruginosa  ،  - ATCC25922  E. coli  

، PS-ATCCهر یک به ترتیب با    مقاوم  یکینیکل  هاییهسو

E-ATCC ،E-res  وPS-res  اند.نشان داده شده 

، با توجه به میانگین نتایج و با استفاده  3در شکل شمارۀ  

درصد محاسبه    50یابی، میزان بازدارندگی  درون از روش  

های مختلف  ها، غلظت . در همۀ این شکل گردیده است
 

 
 . E.coli ATCC 25922 ، A یبر رشد باکتر دهایپپتیپل مختلف یها  غلظت  یبازدارندگ  زانیم نیانگیم .الف. 3شکل 

P. aeruginosa ATCC 27853، B. E.coli مقاوم کال ینیکل، C . P. aeruginosa ممقاو ،D. 
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 دها یپپتی پل MIC50 سهیمقا .4 شکل 

 

،  64، 80، 100شامل  8/0های پپتیدها با نسبت رقت پلی

و    777/16،  971/20،  26/ 214،  768/32،  96/40،  51.2

422/13  µg/ml    مقایسه،  شده تهیه سهولت  برای  اند. 

  4در شکل شمارۀ    µg/mlبرحسب     MIC 50اطلاعات  

 شده است. دوباره نمایش داده 

شده در شکل  بودن اختلافات مشاهده   دارامعن  یبررس  برای

از تکرارها با استفاده   کیهر  یبرا  MIC50  ریمقاد  ،4  ۀ شمار

.  شد زیآنال یآمار نظر از ج ینتا و  دیگرد نییتع یابیاز درون 

نرمال    انگریب  Shapiro- Wilk  ،P value>0.05آزمون    در

توز   برای  ، نیبنابرا؛  بود  MIC50  ی تکرارها  همۀ   ع یبودن 

شد. از  استفاده    ANOVA  ی از آزمون پارامتر هاآن   ۀسیمقا

پرت    BOX plot  نمودار   های  داده  تشخیص  برای 

(outlier)     و شد  و  پرتی    ۀ داداستفاده  نداشت  وجود 

قابلقابل   هاداده   همۀ   ، جهیدرنت و    برای بودند.    سهیمقاقبول 

  ، ها  هی سو  از  کیهر  یرو  ها ی  از توال  کیهر  MIC  ۀسیمقا

شد.     Independent T testآزمون    از   همۀ  دراستفاده 

بودن اختلافات    دارامعن  انگریبود که ب  P value<0.05موارد  

  زانیم  یبررس  برای   ،نی بنابرا  بود؛   ج ینتا  میان شده  مشاهده 

بر    MICاز حالت کاهش غلظت    یکروبیم  ت یبهبود خاص

 3گردید و نتایج در جدول شمارۀ  استفاده    ریز  ۀرابط  اساس

 . نشان داده شد

MIC improvement = (MIC 50 peptide 1-( MIC 50 

peptide 2) / MIC 50 peptide 1* 100 

نتا  بر اس  استفاده   ،3  ۀ شمار  جدول  جیاساس    دیاز 

  ی درصد   19  ی ال  12  بهبود  سبب   نیسر  و   ن یسیگلا  یهانه یآم

  یهاه یسو  در  یکروبیم  رشد   یبازدارندگ  غلظت  حداقل

  .دیگرد شده مطالعه

 

 
 پپتیدها پلی  MIC50مقایسه . 5شکل 
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 1 سکانس نسبت  به 2 سکانس دی پپت ی کروبیضدم  ت یخاص بهبود درصدۀ سیمقا. 3 جدول

peptide 1 peptide 2 
E.coli -

ATCC25922 

resistant E. 

coli 

P. aeruginosa 

ATCC27853 

resistant P. 

aeruginosa 

Mer1 Mer2 18.94 14.76 12.13 18.33 

 

 گیرینتیجه و بحث

ایمنی   ضدمیکروبیپپتیدهای   از دستگاه  بخش مهمی 

یوکاریوت برای ذاتی  احتمالی  جایگزینی  و  هستند  ها 

میبیوتیکآنتی ارائه  رایج  درك  های  بنابراین،  دهند؛ 

ها با غشای  ها اهمیت بالایی دارد. بسیاری از آن عملکرد آن

و  باکتری لیپیدی  لایۀ  آشفتگی  به  که  هستند  تعامل  در  ها 

گردد. ازآنجاکه شدن پاتوژن منجر می  درنهایت، غیرفعال

بیش  تجویز  علت  آنتی به  باکتریبیوتیکازحد  های  ها، 

کرده  ظهور  دارو  به  کلاسمقاوم  به  از  اند،  جدیدی  های 

کهبیوتیکآنتی است  نیاز  ضدمیکروبی   ها  پپتیدهای 

 های ارزشمند باشد. توانند یکی از این جایگزینمی

پپتید   ضدمیکروبی  از  مشتق   Sushi1خاصیت  شده 

اسبی، در آمبوسیت خرچنگ نعل  Cجایگاه اتصال فاکتور  

به مطالعه باکتریای  لیز  روش  زندۀ  وسیلۀ  منفی  گرم  های 

فلورسنت به اثبات رسیده است. در این روش، با استفاده از  

Sushi1   فرایند   نشان روند  نانوذرات،  با  دارشده 

تک سطح  در  پپتید  مشاهده ضدمیکروبی  شده  مولکولی 

خطی  (20-17)است   پپتید  پپتیدها،  این  میان  در   .S3  

دمین  مشتق از  خاصیت    Cفاکتور    Sushi3شده  سبب  به 

باکتری علیه  بالای  ضدمیکروبی  قدرت  منفی،  گرم  های 

به   س  LPSاتصال  همچنین  کاندیدای  و  آن،  پایین  میت 

به  استفاده  برای  کیت  مناسبی  ضدمیکروبی،  داروی  عنوان 

 . (22، 21)تشخیص و ستون حذف اندوتوکسین است

پلی مطالعه دربارۀ  نیز،  پپتیدهای  طرح  این  در  شده 

از طریق مقایسۀ    Mer2مر  سولفیدی در تریتشکیل پیوند دی 

ها در حالت احیا و غیر احیا  آن SDS-PAGEنتایج آزمون 

 تأیید گردید. 

،  Mer2در مقایسه با    Mer1برای بررسی اثر استفاده از  

  MIC50  (23 )های مولی  نتایج میانگین ژئومتریک غلظت

  GM MIC 50در این دو توالی با یکدیگر مقایسه شدند.  

معادل  به   Mer2و    Mer1برای    1/ 34و    µM  79/1ترتیب 

نشان  که  گردید  حدود  محاسبه  بهبود  درصدی    25دهندۀ 

 است.  Mer1نسبت به   Mer2خاصیت ضدمیکروبی 

به  نتایج  اساس  ایدستبر  از  توالی  آمده  پژوهش،  ن 

Mer2  پلی بیان  میزان  افزایش  همچنین    S3پپتید  باعث  و 

طور مشابه، اثر این  افزایش خاصیت ضدمیکروبی آن شد. به 

پپتید در افزایش فعالیت بیولوژیکی پروتئین بیوژن حاصل  

پنی آنزیم  اتصال  آمیداز  از  چپرون   (PGA)سیلین  و 

  )  (Methanocaldococcus jannschii  rTHSشده از  مشتق 

مثبت   تأثیر  است.  گردیده  افزایش    Mer2گزارش  در 

پایداری و تصحیح تاخوردگی در برخی از مطالعات بیان  

نیز گزارش پروتئین  نوترکیب  تحقیق  های  است. در  شده 

سال   در  همکاران  و  لی  اسید  2013دیگری،  این  از   ،

ضدم آمینه  پپتید  هیبرید  بیان  در  و   Attacineیکروبی ها 

Coleoptericin    که شد  مشاهده  و  کردند  استفاده 

به  هیبرید  پپتید  ضدمیکروبی  در  دست خاصیت  آمده 

به  ضدمیکروبی  پپتیدهای  از  هریک  با  صورت  مقایسه 

طور نسبی کمتر بود و این در حالی است که  جداگانه، به 

آمینه  اسید  گلوتامین،  تعویض  با  سرین  گلایسین  های 

لیزین سبب بهبود خاصیت ضدمیکروبی هیبرید  آلانین و  

عنوان  ها به . در مقایسۀ اثر اسید آمینه ( 24) شد  حاصله می 

دهندۀ پپتیدها در مطالعه لی و همکاران شاید بتوان  اتصال 

کردن   جایگزین  در  ضدمیکروبی  خاصیت  بهبود 

گلوتامین، آلانین و لیزین به افزایش بار مثبت پپتید در اثر  

به  نسبت داد.  پپتید  این  لیزین در  اسید آمینۀ  طور  حضور 

تحقیق   در  آمینه مشابه،  اسید  از  استفاده  های  حاضر، 

آسپارتیک اسید پرولین در مقایسه با گلایسین سرین در  

اتصال  آسپارتیک  نواحی  وجود  سبب  به  پپتیدها،  دهندۀ 

کلی   مثبت  بار  کاهش  باعث  منفی،  بار  دارای  اسید 

 + از  +   9پروتئین  می می   6به  نظر  به  بنابراین،  رسد  شود؛ 

سکانس   ضدمیکروبی  خاصیت  به   Mer2افزایش  نسبت 

حضور  می   Mer1سکانس   با  و    3تواند  بیشتر  مثبت  بار 
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ارتباط   پپتید  این  گلایسینی  محتوای  افزایش  همچنین 

داشته باشد؛ زیرا خاصیت ضدمیکروبی در پپتیدهای غنی  

جداسازی  گلایسین  دستگاه از  از  دفاعی  شده  های 

مقالات   در  عقربی،  خرچنگ  و  عقرب  نظیر  موجوداتی 

 . ( 27- 25) شده است  مختلف گزارش 

بیان   از  اعم  ضدمیکروبی  پپتیدهای  نوترکیب  بیان  در 

آمده  دستمر، بررسی اثر سمیت پروتئین به فیوژن یا مولتی

تحقیق،   این  در  است.  اهمیت  حائز  نکات  از  دیگر  یکی 

آزمون  ازآنجا  اساس  بر  در  MTTکه  چندانی  تفاوت   ،

پلی  نمی میزان سمیت  ) حدود  پپتیدها دیده  الی    20شود 

(؛  Mµ 250ساعت در غلظت   24درصد سمیت بعد از    22

پلی بنابراین می  نتیجه گرفت که  پپتید ضدمیکروبی  توان 

S3  Mer2    به تغییرات    Mer1نسبت  و  دارد  ارجحیت 

ضدمیکروبی    صورت  خاصیت  بهبود  در  گرفته 

طراحی پپتیدها پلی  قابل ی  و  داشته  مثبت  تأثیر  قبول  شده 

است. لازم به توضیح است که بر اساس نمودارهای میزان  

توان گفت که سمیت  ، می MTTبقای سلولی در آزمون  

ها وابسته به غلظت  شده برای همۀ سکانس جزئی مشاهده

اما نکتۀ مهم این است    ؛ (P value >0.05)و زمان است  

پلی  ندارند.    MIC 50لظت  پپتیدها در غکه  در  اثر سمیت 

، خواص غیرسمی و  2001و همکاران در سال  یائو  مطالعۀ  

پپتید   پپتید   S3و    S1غیرهمولیتیک  این    ها را کشف شد و 

های میکروبی معرفی   عنوان کاندیدای مناسبی در سپتیکبه 

روی طیف    Sushiگردید و خواص ضدمیکروبی پپتیدهای  

باکتری  از  )وسیعی  شد  بررسی  منفی  گرم  در    (.17های 

، با استفاده از 2015های کارلیر و همکاران در سال    بررسی

اتمی   نیروی  که    (AFM)میکروسکوپ  است  داده  نشان 

اختن  از طریق تخریب غشای بیرونی و نفوذپذیر س  S3پپتید  

تکه کردن هر دو  غشای درونی و درنهایت، از طریق تکه 

خاصیت   منفی،  گرم  باکتری  درونی  و  بیرونی  غشای 

لپتین و همکاران در سال    دهد.ضدمیکروبی خود را بروز می

پپتید    2010-  2009 با تثبیت  با    S1نیز،  نانوذرات طلا و  بر 

  استفاده از میکروسکوپ الکترونی توانستند تخریب دیوارۀ 

باکتری   )  E. coliسلولی  نمایش درآورند  به  (.  19،  18را 

خطی  پپتیدهای  مطالعات  S3  یا   S1 دربارۀ  همۀ  در   ،

شده  موجود از روش سنتز فاز جامد این پپتیدها استفاده  

آن  نوترکیب  تولید  گزارش  تنها  بیان  و  به  مربوط  ها، 

میزبان  S3 مر مولتی    است  BL21 (DE3) E.coli در 

، با بیان ژن پپتید  2010دینگ و همکاران در سال  (.  20) 

S3   صورت مونومر، دیمر، تترامر و اکتامر دریافتند که  به

. رائو  ( 29،  28) فرم تترامر آن بیشترین میزان بیان را دارد  

  hPAB-β، پپتید ضدمیکروبی  2005و همکاران نیز در سال  

به  مولتی را  در صورت  بیان    BL21(DE3)  E.coli مر 

کردند و دریافتند که از میان حالات دیمر تا اکتامر آن،  

درصد مربوط به بیان   27/ 8بیشترین میزان بیان در حدود  

. در این تحقیق،  ( 30) صورت ترایمر بود  ژن این پپتید به 

  S3نکه بیشترین فعالیت برای فرم تترامر پپتید  با توجه به ای 

است  گزارش  پپتید  ،  ( 29،  28) شده  نوترکیب    S3بیان 

تریمری که در آن اسید    S3صورت تریمر و همچنین  به 

محدودی  آمینه  نواحی  در  سرین  و  گلایسین  های 

شده پرولین  و  اسید  اسپارتیک  در  جایگزین  سویۀ  اند، 

این    BL21(DE3)  E.coliباکتری   به  گردید،  بررسی 

های مدنظر پس از سنتز و  صورت که ژن مربوط به توالی 

منتقل شد و پس از القای   E.coli BL21تکثیر، به باکتری  

با   پروتئین IPTGباکتری  بیان  از  ،  استفاده  با  هدف  های 

دنبالۀ    SDS-PAGEهای  آزمون  )علیه  وسترن  و 

 ها تأیید گردید. هیستیدینی( انجام و بیان آن 

های مختلف پپتید تریمر در مقایسۀ میزان بیان واریانت 

و ارزیابی تأثیر    E.coli BL 21(DE3)در سویۀ    S3سنتتیک  

آمینه  اسید  در  جایگزینی  پپتید  این  کمتر  منفی  بار  با  هایی 

بهبود خواص ضدمیکروبی، پس از طراحی و بیان پپتیدهای  

توالی   از  پپتید حاصل  با    Mer2و سکانس    Mer1مدنظر، 

بیان و همچنین   افزایش  به  با توجه  یکدیگر مقایسه شدند. 

در    S3  Mer2ی  پپتید ضدمیکروبخاصیت ضدمیکروبی پلی 

با   نداشتن    Mer1مقایسه  افزایش  به  توجه  با  همچنین  و 

میمعنا آن،  سمیت  خاصیت  که  دار  گرفت  نتیجه  توان 

جایگزینی اسید آمینه با بار منفی کمتر در بیان تترامر پپتید  

 استراتژی مناسبی است.  S3ضدمیکروبی 
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 تعارض منافع 

 این   در  منافعی  تضاد  که  کنندمی   اعلام  نویسندگان

 ندارد.   وجود مطالعه

 کد اخلاق 

  اخلاق کد  و بوده   بالینی کارآزمایی فاقد مطالعه این

 . نداشت کاربرد آن مورد در
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