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 چکیده 
ای شکل و کاتالاز منفی هستند که  های گرم مثبت، بدون اسپور، کروی یا میله گروهی از باکتری (،LABهای اسیدلاکتیک) باکتری مقدمه:

باشند.  ها دارای توانایی تولید تغییرات مطلوب در طعم و بافت غذا می شوند. این باکتری های ایمن در نظر گرفته می ارگانیسم عنوان به عموماً
 باشند. ها( می های اسیدلاکتیکی با توانایی تولید پپتیدهای ضدمیکروبی)باکتریوسین ها باکتری انتروکوک

 ای بلوط، یک مطالعه های انتروکوکوس فاسیوم شیره و پپتید مربوطه از سویه کنندهکد ژنمنظور، شناسایی و جداسازی  به ها: مواد و روش

با  PCRصورت گرفت. واکنش  LUB950217از باکتری انتروکوکوس فاسیوم سویه  DNAتجربی صورت گرفت. برای این منظور، استخراج 
، توالی سنجی صورت گرفت. آنالیزهای بیوانفورمانیکی صورت گرفت و PCRسازی محصول  های هرز انجام گرفت و پس از خالصاستفاده از آغازگر

 توالی پروتئین مدل سازی شد.

دالتون شناسایی شد.  28/4658 اسیدآمینه و وزن مولکولی 36ردیفی، پپتیدی با  یابی و مقایسه هم پس از انجام توالی های پژوهش: یافته

 ( بود. =7pHدر  2/2متغیر بود. پپتید شناسایی شده به شدت کاتیونی) 86-100های شناخته شده از  میزان شباهت این پپتید با باکتریوسین

ی هدا  دارای طیف مهارکنندگی رشدد بدر روی بداکتری    LUB950217انتروسین مربوط به انتروکوکوس فاسیوم سویه  گیری: بحث و نتیجه

هدای زیسدتی در صدنای      دارندده  عنوان، نگده این این سویه از باکتری پتانسیل بالایی جهت بررسی و استفاده به  بر باشد. بنا گرم مثبت و گرم منفی می

یاهان را بده  دددد بتواندد گ این پپتید در گیاهان زراعی ممکدن اسدت    سازی و بیان ژن کدکننده داسازی، همسانهدددعلاوه، ج غذایی و خوراک دام دارد. به

 های قارچی و میکروبی مقاوم کند. بیماری
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 مقدمه
هماننددد سددایر   (Enterococcus)هددا انتروکددوک

گدرم   هدایی  دیگدر، بداکتری   اسیدلاکتیکهای   باکتری
هددا   یددن بدداکتریا ستند.دددددو کاتددالاز منفددی ه مثبددت
هوازی، بدون اسپور و فاقدد کپسدول     یبی یها کوکسی

یزی گرم به شکل گرد یا آم  رنگکه در  (1،2)باشند می
ای کوتداه دیدده     های دوتایی یا زنجیره یشآرابیضی با 

وسدی  در همده    طور  بهها  . انتروکوکسی(3،4)شوند می
 یرسدا دسدتگاه گدوارا انسدان یدا      در معمولاًشرایط و 

جددنس . در (5)یوانددات و گیاهددان سدداکن هسددتند   ح
کده  شده اسدت   یی شناسا  گونه 20بیش از  انتروکوکوس

و  (E. faecalis)فکدالیس روکوکوس ددددد انت گونده  دو 
 ترین  مهم جمله از (E. faecium)فاسیومانتروکوکوس 

غالب  فکالیس سویه  انتروکوکوسچه  ها هستند. اگر  آن
حال، در برخی   ینا با، (6،7)دستگاه گوارا انسان است

ین برخی کشورها، انتروکوکدوس فاسدیوم   چن همافراد و 
 هدای  انتروکدوک  تدرین   ی شا .(8)ی بیشتری داردفراوان
انتروکوکدددوس  یانسدددان هدددای در عفوندددت یدددلدخ
درصد( هستند  5-10)یومدرصد( و فاس 80-00)یسفکال

 و هدا  زخدم  ی،ادرار یسدتم س هدای  که باعد  عفوندت  
در گذشدته از   هدا  یبداکتر  یدن . اشدوند  یم آندوکاردیت

 اما امدروزه بده   شدند، یم یتلق یتاهم  کم ینیلحاظ بال
 یوتیدک ب یتد آن ینبه چند یکسب مقاومت اکتساب دلیل

عامدل   ینعنوان دومد   بهیسین، مانند ونکوما ینیمهم بال
 .(0)اند مطرح شده یمارستانیب های عفونت ی شا

ولید ددددددوانایی تدددددددهدددا ت یدددددددانتروکوکس
بده ندام اختصاصدی     (Bacteriocin)هدایی  باکتریوسین

ها، پپتیددهای کدوچکی    د. باکتریوسیننانتروسین را دار
هدای مختلدف     میکروبی در برابر پداتوژن با فعالیت ضد 

هستند. این پپتیدهای کوچک با ایجاد منافذی در غشدا  
را  هدا   آنقادرندد  های هدف،  پلاسمایی میکروارگانیسم

ی یک دهه گذشته، تحقیقدات  در ط. (10،11)نابود کنند
هددا قادرنددد  متعدددد نشددان داده اسددت کدده باکتریوسددین

اکلی و سدالمونلا را  یشهای گرم منفی مانند اشر  یباکتر
هددا در برابددر   . ایددن بدداکتری (12،13)از بددین ببرنددد 

 (Campylobacter jejuni)ژژوندی  تردددلوباکدددکمپی
عنوان عامل عمده اسهال و استفراغ در سراسر جهان به

ها از تکثیر  ؛ باکتریوسینعلاوه  به. (14)نیز فعالیت دارند

لوگیری ددددد هدا ج   روسدددیوی از ددددرخددددب دوباره
 .  (12،15،16)کنند می

 Starter)ایدی  هکنندد  آغداز هدای   استفاده از کشت

cultures)  له ئها، یک مسد  باکتریوسینبا قابلیت تولید
عندوان   حائز اهمیت در صنای  لبنی و غذایی اسدت. بده  

توانندد ابدزاری بدرای بهبدود      ها مدی  مثال، باکتریوسین
صدورت   باشدند و بده  امنیت و کیفیت غذاهای تخمیری 

هدای   مواد غذایی، از رشد باکتری ک ماده افزودنی دری
. بده  (8)جلدوگیری کنندد   هدا   آنزا و اسپورهای  بیماری

های قابل انتقال  دلیل فعالیت این ترکیبات علیه پاتوژن
کننددگان   از طریق مواد غذایی و نیز تقاضدای مصدرف  

وی برای حفاظدت طبیعدی بیشدتر، مطالعدات فراواندی ر     
ی زیسدتی در  هدا   دارندده   نگهعنوان  ها به باکتریوسین

 .(17)مواد غذایی صورت گرفته است
توسدط انتروکوکدوس فاسدیوم،     عمددتاً ها  انتروسین

انتروکوکوس فکالیس و انتروکوکوس موندتی تولید و به 
 جملده  ازوند. ددد ش رشح مدی دددبیرون از محیط غشاء ت

 های توان به: انتروسین ها می انتروسیناین ین تر  مهم
A،P ،CRL35 ،B   1071وA موندتیسدددین و ،

بدودن   ثرومد رغدم   . علدی (18)اشاره کدرد  Aانترولیزین 
یز ددددد هدای پداتوژن و ن   هدا علیده بداکتری    انتروسین
ون ددددد چ مدواد غدذایی هدم    کننده  آلودههای  باکتری
هددای لیسددتریا، اسددتافیلوکوکوس، باسددیلوس،    گوندده

، (10)اشرشیاکلی در مدواد غدذایی متعددد   کلستریدیوم و 
ها در  اطلاعات بسیار کمی درباره نقش این باکتریوسین

 .(20)باشد اکوسیستم حیوانات در دسترس می
ای از محصدولات کشداورزی    سالانه بخش عمدده 

یاهی از بین ددددهای گ ماریددددو بی آفاتفعالیت  براثر
، حفاظت شده  انجام(. طبق مطالعات علمی 31روند) می

هدا توسدط ترکیبدات مسدی و      گیاهان علیه این پاتوژن
باشد. اکثر ترکیبدات شدیمیایی    بیوتیکی مقدور می  یآنت

ضمن آلودگی محیط زیست، به سلامت انسدان و مدواد   
هدای مبدارزه بدا     رسانند. یکدی از راه  غذایی آسیب می
های  باکتریزا، استفاده از  های بیماری میکروارکانیسم

مفید ولی با توانایی تولیدد پپتیددهای ضدد میکروبدی از     
هدا بدا ناپایددار     ها است. باکتریوسین جمله باکتریوسین

نمودن کامل پوشش غشدای دروندی میکدروب و یدا از     
اخدتلال در   ؛های تهاجمی دیگر همانند طریق مکانیسم
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هدای هددف، باعد      های ضروری سلول سنتز پروتئین
طدور   شدوند. بده   سدلولی مدی   نابودی و در نهایت مرگ

 مهارکنندددهیددک  LasharDGH2مثددال، باکتریوسددین 
 Xanthomonas citri)های بیمارگر زانتوموناس سویه

subsp)  عامل بیماری شانکر مرکبات در ایران و سدایر(
باشد. این باکتریوسدین بددون داشدتن     نقاط جهان( می
های مربوط به مواد   یآلودگمحیطی و  مشکلات زیست

 (.33را کنترل کند) شیمیایی قادر است این بیماری
هدا و خدواک کنتدرل     ها دارای گدروه  باکتریوسین

هدای   گی متفاوتی هستند. به همین دلیل، در سالکنند
های  ای برای یافتن باکتریوسین اخیر مطالعات گسترده

های اسدیدلاکتیک   های مختلف باکتری جدید از سویه
تواند بده   لعات در این راستا میصورت گرفته است. مطا
های جدیدی منجر شدود کده بدا     شناسایی باکتریوسین

ها می توان  های کدکننده آن شناسایی و جداسازی ژن
ارقام تراریخت مقداوم  و را به گیاهان منتقل نمود  ها  آن

. به علاوه، باکتریوسین هدای  کردها را تولید  به بیماری
 لتوانندد در کنتدر   مدی هدای بیشدتر    تواناییجدید و با 

زای انسان و دام نیز مفید باشند. هدف از  عوامل بیماری
هدای کدکنندده    این پژوهش شناسایی و جداسدازی ژن 

های انتروکوکوس فاسیوم جددا   از سویه ها باکتریوسین
 .(22)بلوط بود شده از شیره

 ها مواد و روش
 MRS یاز محدیط اختصاصد   و نوع باکتری: کشت

(7pH=)   هددای   بددرای کشددت و جداسددازی بدداکتری
. از (21)سداعت اسدتفاده شدد    24اسیدلاکتیک به مدت 

باکتری انتروکوکوس فاسیوم سدویه جداسدازی شدده از    
در این مطالعه  LUB950217شیره بلوط با شماره ثبت 

 .  (22)استفاده شد
 از باکتری DNAبرای استخراج : DNAاستخراج  

میلی گرم در میلی  4از لیزوزیم) ،انتروکوکوس فاسیوم
. (23)ددددر استفاده شیبا اندکی تغی روا آرجوو  (لیتر
لیتر از کشت باکتری به  میلی 2 مقدار خلاصه، طور به

 3000 و درلیتری انتقال یافت  میلی 2های  میکروتیوپ
ای  دددقیقه سانتریفیوژ شد. م 5به مدت دور در دقیقه 

بافر  بار با 3ها،  رسوب باکترییی دور ریخته شد و رو
TEN (100 میلی مولارTris-HCl  ،15  میلی مولار
NaCl ،100  میلی مولارEDTA ) 3000 در هر بارو 

دقیقه شستشو داده شد. به  5به مدت دور در دقیقه 
یتر بافر لیکروم 200حاصل، بافری متشکل از  رسوب
TEN  شد و لیزوزیم اضافه  میلی گرم در میلی لیتر 4و

 37دقیقه در دمای  45به دنبال آن انکوباسیون به مدت 
یتر لیکروم 50گراد صورت گرفت. سپس  درجه سانتی

 (SDS)سیل سولفاتد درصد سدیم دو 5/8محلول 
قه در دددددقی 30اضافه گردید و انکوباسیون به مدت 

گراد صورت گرفت. مقدار  درجه سانتی 75ماری  بن
 pH=2/5ا ( بمولار 5پتاسیم)یتر استات لیکروم 150

 دقیقه در 20ها  ها اضافه شد و نمونه روی یخ به نمونه
گراد نگهداری شدند. سپس سانتریفیوژ  درجه سانتی 4

انجام شد. دور در دقیقه  3000دقیقه در  5به مدت 
ها  از پروتئین DNAسازی جدا شد و برای جداروشناور 

( 24:25:1)الکلایزو آمیل کلروفرم:  از مخلوط فنل:
، ایزوپروپانل DNAدهی  استفاده شد. در مرحله رسوب

، برای آخر سرد مورد استفاده قرار گرفت و در مرحله
 .استفاده شد درصد 70 ، از اتانولDNAشستشوی 

در دمای اتاق خشک شدند و سپس  DNAهای  رسوب
تقطیر استریل حل شدند.  دو بار آبیتر لیکروم 50در 

از الکتروفورز بر روی ژل  DNAجهت بررسی کیفیت 
 استفاده شد. OD280/260درصد و بررسی  8/0 گارزآ

جهت  یابی: پپتید و توالی کدکنندهتکثیر ناحیه 
پپتید، از آغازگرهای اختصاصی  کدکنندهتکثیر ناحیه 

( PCR)ای پلیمراز های انتروسین و واکنش زنجیره ژن
، PCRبا اعمال تغییراتی در اجزای واکنش  استفاده شد.
ها، تغییر تعداد ها، دمای اتصال آغازگر تغییر زمان

 یرتکثبرای  PCRها و غیره شرایط واکنش  سیکل
 2متشکل از  PCRسازی شد. واکنش  انتروسین بهینه

 5/2، (نانو گرم در میکرولیتر 50)الگو DNA یترلیکروم
 dNTP (5یتر لیکروم PCR (×1 ،)5/0یتر بافر لیکروم

 ی رفت و برگشتآغازگرهایتر لیکروم 2و  (پیکومول
یم زدددددآن یتردددددددرولددددمیک 3/0و  (پیکومول 10)

Taq DNA Polymerase (5 واحد در میکرولیتر)  در
سازی اولیه  یتر صورت گرفت. دناتورهلیکروم 25حجم 
DNA 5گراد به مدت   یسانتدرجه  05در دمای  الگو 

در  DNAدقیقه انجام گرفت و در ادامه واکنش تکثیر 
درجه  05ورت: دناتوره شدن)دددددسیکل به ص 30
درجه  58)آغازگرثانیه(، اتصال  30گراد به مدت   یسانت

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.5

.1
80

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
14

 ]
 

                               3 / 9

http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.5.180
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4029-en.html


 فرهاد نظریان فیروزآبادی و همکاران-...انتروکوکوس یها هیسو از یک انتروسین کدکننده ژنی جداساز و ییشناسا

081 
 

 72)آغازگرثانیه(، گسترا  30گراد به مدت  سانتی
ثانیه( و دناتوره شدن  30گراد به مدت  درجه سانتی

دقیقه( صورت  5گراد به مدت  درجه سانتی 72نهایی)
با استفاده از کیت جداسازی  PCRمحصول  گرفت.
DNA (از ژلFermentas ،USAخالص ) .سازی شد 
 TAسازی  در ناقل همسانه PCRمحصول سپس 
گر، دددیابی سان ی و با استفاده از توالیساز  همسان
تفاده از ددددبا اس ،لدددیابی گردید. توالی حاص توالی
افزارهای بیوانفورماتیکی مورد تجزیه و تحلیل قرار  نرم

گرفت و میزان قرابت آن با پپتیدهای همولوگ مورد 
 ارزیابی قرار گرفت.

پپتید مربوط به این  :بیوانفورماتیکی آنالیزهای
مطالعه با پپتیدهای پایگاه تخصصی پپتیدهای میکروبی 

جمله وزن مولکولی، مقایسه شد. اطلاعاتی از پپتید از 
دهنده   یلتشکهای  فرمول مولکولی و تعداد اسیدآمینه

 یلتشکچنین، ساختار  ساختار آن مشخص شد. هم
های ثبت شده در  ترین انتروسین دهنده پپتید با مهم 

، Phyreپایگاه داده مقایسه شد. با استفاده از نرم افزار 
حفاظت بینی شد. مناطق  بعدی پپتید پیش ساختار سه

با استفاده از پایگاه تخصصی های مهم  موتیفشده و 
MeMe خانواده  پپتیدهای هم شناسایی و با موتیف

به روا حداکثر درست مقایسه شدند. درخت فیلوژنی 
تفاده از ددددبا اس (Maximum Parsimony)ماییددن
توالی همولوگ  12و با استفاده از  MEGA 7افزار م نر

 . (24)ترسیم گردید 1000و با بوت استرپ 
 ی پژوهشها افتهی

جداسازی و بررسی  هدف بامطالعه تجربی حاضر 
های انتروکوکوس  های احتمالی در ایزوله انتروسین

بلوط صورت گرفت. در تحقیق  فاسیوم جدا شده از شیره
قبلی دو سویه انتروکوکوس فاسیوم از شیره بلوط 

 دیتول ییتوانا یداراکه  جداسازی و شناسایی شده بودند
 در ناتوان یگرید و(KX185054) گلوکز از CO2 گاز
 جیتادددد. ن(22)ودندددب CO2 (KX185055)گاز دیتول

 ومیفاس انتروکوکوس هیسو دومربوطه نشان داد که 
 یبرا یمناسب دیکاند توانند یم بلوط از شده یجداساز
 کنترل و کیوتیپروب عنوان به شتریب یها یبررس

 .باشند زا یماریب یها پاتوژن یکیولوژیب
بررسی فیلوژنتیکی توالی ژن کدکننده و پپتید 

باکتری  انتروسین مربوط به کنندهکد ژن  توالی مربوطه:
LUB950217 پپتیدی ثبت شده موجود های   با توالی

افزار   تفاده از نرمدددددای داده با اسددده در پایگاه
بانک ژن مقایسه گردید. سپس  (BLAST)بلاست
توالی همولوگ انتخاب و همراه با توالی  12تعداد 

با  LUB950217ویه ددددپپتید مربوط به س کدکننده
 CLUSTAL-OMEGAافزار   رمدددفاده از نددداست
و  MEGA 7افزار  شدند و با استفاده از نرم ردیفی  هم

درخت  Maximum Parsimonyروا به کمک 
. همان طوری که (25)یم شددددها ترس فیلوژنی آن
 LUB950217شود، پپتید مربوط به سویه  مشاهده می

درصد(  70با میزان تشابه بالایی)بوت استرپ بالاتر از 
های  انتروسینها در کلادی  نسبت به سایر انتروسین

A (. این پپتید با انتروسین 1 شماره قرار گرفت)شکلA 
ین مربوط به دددنتروساها به ویژه  سایر انتروکوکوس

با این  .فاسیوم در یک کلاد اصلی قرار گرفت گونه
ها از  انتروسینمیزان شباهت پپتید حاصل با این حال، 
 .بوددرصد متفاوت  100تا  86
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 .LUB950217با انتروسین  68-111ها با مشابهت  ها و سایر باکتریوسین درخت فیلوژنی مبتنی بر تعدادی از انتروسین .1شماره  شکل

 باشند. )%( می bootstarpاند. اعداد واقع در گره کلادها، نمایانگر ارزش  های داده پپتید استخراج شده توالی پپتیدهای مورد نظر از پایگاه 

های بیشتر در مورد  بررسی بررسی ساختار پپتید:
و مقایسه  LUB950217ساختار پپتید مربوط به سویه 

نشان داد که همسو  آنن با ساختار پپتیدهای همولوگ آ
(، این پپتید یک 1 شماره با نتایج درخت فیلوژنی)شکل

 ربوط به سویهددددتید مدددددپپ یتوالانتروسین است. 
LUB950217 در موجود یها نیوسیباکتر یتوال با 

 فیرد هم( BACTIBASE)دهایپپت یاختصاص گاهیپا
 دیمطالعه نشان داد که پپت نیا جی. نتاشدند سهیمقا و
همانند سایر پپتیدهای شناخته شده، از  قیتحق نیا

آمینه بسیار حفظ شده تشکیل شده است. اسید تعدادی 

چ دددددر ساختار این پپتید، تعداد یک عدد مارپی
ده دددددی (β-strand)ته بتادددو دو رش (α-helix)اددالف

(. هر دو رشته بتا پشت سرهم و 2 شماره می شود)شکل
مارپیچ قرار دارند، اما تنها  (N-terminal)در سر آمینی

پپتید  (C-terminal)در نزدیکی سر کربوکسیکیالفا 
شود، این پپتید  قرار دارد. همان طوری که مشاهده می

دی سولفیدی تواند در ساختار فعال خود یک پل  می
تشکیل دهد و از  20و  15های شماره  بین سیستئین

هم متصل ه را ب 2و  1بتا شماره  تهددددو رش ،این رو
 (.2 شماره نماید)شکل

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3Dساختار  (A)باکتریوسین دیگر.  12همراه با توالی پپتیدی  LUB950217پپتید  شدهردیف  . ساختار سه بعدی و توالی هم2 شماره شکل

افزار  ردیفی چندگانه توسط نرم هم (B)نهاد شده است. به عنوان الگو پیش _c1og7Aبا توجه به توالی هولوگ  Phyre2افزار  توسط نرم

Clustal-Omega ها به صورت دستی مرتب شده اند. ترسیم شد و توالی 
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 گیریبحث و نتیجه
مواد های ناشی از  ها و مسمومیت افزایش بیماری

غذایی به همراه مشکلات اقتصادی و اجتماعی حاصل 
ها، سبب گسترا مطالعات در زمینه تولید غذای  آناز 

یری ترکیبات ضدمیکروبی جدید شده کارگ  بهسالم و 
است. این ترکیبات پتانسیل بسیار بالایی برای کاربرد 
در صنای  غذایی و پزشکی دارند. شناسایی پپتیدهای 

های زیستی  یند سیستمآدرک فرضدمیکروبی جدید، در 
موسوی و . (26)موثر در ایمنی نقش مهمی دارد

های  ریدددددان دادند که باکتددد( نش1305همکاران)
بلوط دارای  انتروکوکوس فاسیوم جدا شده از شیره

های بیمارگر  ضد باکتریایی علیه باکتریخاصیت 
 فرنگی  وجهددددریایی گدددددزدگی باکت  گیاهی خال

(Pseudomonas syringae pv. tomato و )
 Curtobacteriumایی لوبیا)دددددتریدددپژمردگی باک

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens هستند. بر )
که بخشی از توان ضد  این اساس و با توجه به این

ها به پپتیدهای ترشحی  یل باکتریددباکتریایی این قب
ایی و جداسازی ها ارتباط دارد، مبادرت به شناس آن

تروکوکوس فاسیوم سویه دددانتری دددپپتیدی در باک
LUB950217  شدت به  شناسایی شدهشد. پپتید

رسد که بتواند در غشاء  و به نظر می کاتیونی بود
ها اختلال ایجاد  روارگانیسمدددپلاسمایی سایر میک

کترونی تاثیر ددروسکوپ الدددمطالعات میک .(27)کند
ها، نشان داد که ی برخی از باکتر این پپتیدها روی

زا به شدت آسیب  های بیماری یواره سلولی باکترید
دهند که بسیاری از  مطالعات نشان می(. 22دیده اند)
بیش از  ،های اسید لاکتیک ها، به ویژه باکتری باکتری

. به عنوان (20،28)کنند یک نوع باکتریوسین تولید می
، سه نوع L50مثال، باکتری انتروکوکوس فاسیوم سویه 

تولید  Qو  LP50 ،Pفاوت انتروسین به نام های ددمت
با این حال، تنها یک پپتید در این مطالعه . (20)کند می

، و لازم است مطالعات دیگری برای شناسایی شد
شناسایی سایر پپتیدهای احتمالی در این سویه صورت 

همانند سایر پپتیدهای  ،LUB950217پپتید  بگیرد.
، به ویژه پپتید معروف  Aهای واده انتروسیندددخان

AS-48  مربوط به انتروکوکوس فکالیس، دارای نقطه
کی نقطه دد. نزدیبود 0ک به دددنزدی (PI)ایزوالکتریک
و شباهت قابل توجه آن  10یک پپتید به ایزوالکتریک 

 که این پپتید احتمالاًدهد  مینشان  AS-48به پپتید 
این، با توجه به  بر . بنا(30)باشدیک پپتید حلقوی 

و مکانسیم موثر  LUB950217پپتید حلقوی بودن 
ثبات قابل توجه چنین  ها و هم حمله به سایر پاتوژن

عنوان  این پپتید نامزد خوبی به LUB950217 پپتید
در  پپتیدهای محافظ مواد غذایی طبیعی است و احتمالاً

به  های غذایی موثر باشد. پیشگیری از مسمومیت
ای گیاهی و تولید ددده علاوه، بیان این پپتید در سلول
ب دددواند سبددت بتددگیاهان تراریخت، ممکن اس

بیمارگر های  باکتریمقاومت گیاهان زراعی به برخی از 
شود.

 
 

References 
1. Gomes BC, Esteves CT, Palazzo 

IC, Darini ALC, Felis GE, Sechi LA, et al. 

Prevalence and characterization of 

Enterococcus spp. isolated from Brazilian 

foods. Food Microbiol2008;25:668-75. 
doi.org/10.1016/j.fm.2008.03.008. 

2. Devriese LA, Pot B, Damme L, 

Kersters K, Haesebrouck F. Identification 

of Enterococcus species isolated from foods 

of animal origin. Int J Food Microbiol 

1995;26:187-97. doi.org/10.1016/0168-

1605(94)00119-Q. 

3. Franz CM, Stiles ME, Schleifer 

KH, Holzapfel WH. Enterococci in foods a 

conundrum for food safety. Int J Food 

Microbiol2003;88:105-22. 
doi.org/10.1016/S0168-605(03)00174-0. 

4. Cousins D, Skuce R, Kazwala R, 

Van Embden J. Towards a standardized 

approach to DNA fingerprinting of 

Mycobacterium bovis. Int J Tubercul Lung 

Dis 1998;2:471-8. 

5. Chen H, Hoover D. Bacteriocins 

and their food applications. Comp Rev 

Food Sci Foo Saf2003;2:82-100. 
doi.org/10.1111/j.1541- 

4337.2003.tb00016.x. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.5

.1
80

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
14

 ]
 

                               6 / 9

https://doi.org/10.1016/j.fm.2008.03.008
https://doi.org/10.1016/0168-1605\(94\)00119-Q
https://doi.org/10.1016/0168-1605\(94\)00119-Q
https://doi.org/10.1016/S0168-605\(03\)00174-0
https://doi.org/10.1111/j.1541-%204337.2003.tb00016.x
https://doi.org/10.1111/j.1541-%204337.2003.tb00016.x
https://doi.org/10.1111/j.1541-%204337.2003.tb00016.x
https://doi.org/10.1111/j.1541-%204337.2003.tb00016.x
http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.5.180
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4029-en.html


 79دوره بیست و شش، شماره پنجم، آذر   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

081 
 

6. Gelsomino R, Vancanneyt M, 

Cogan TM, Swings J. Effect of raw milk 

cheese consumption on the enterococcal 

flora of human feces. Appl Environ 

Microbiol 2003;69:312-9. 
doi.org/10.1128/AEM.69.1.312-319.2003. 

7. Manero A, Vilanova X, 

Cerdacuellar M, Blanch AR. 

Characterization of sewage waters by 

biochemical fingerprinting of Enterococci. 

Water Res 2002;36:2831-5. 
https://doi.org/10.1016/S0043-

354(01)00486-9. 

8. Guinane C, Cotter P, Hill C, Ross 

R. Microbial solutions to microbial 

problems; lactococcal bacteriocins for the 

control of undesirable biota in food. J Appl 

Microbiol 2005;98:1316-25. 
doi.org/10.1111/j.1365-2672.2005.02552.x. 

9. Cetinkaya Y, Falk P, Mayhall CG. 

Vancomycin resistant enterococci. Clin 

Microbiol Rev2000;13:686-707. 
10.  Zacharof M, Lovitt R. Bacteriocins 

produced by lactic acid bacteria a review 

article. APCBEE Proce2012;2:50-6. 
doi.org/10.1016/S0022-143(97)90054-8. 

11.  Abee T. Pore forming bacteriocins 

of gram positive bacteria and self protection 

mechanisms of producer organisms. FEMS 

Microbiol Letters1995;129:1-9. 
doi.org/10.1111/j.1574-

6968.1995.tb07548.x. 

12.  Todorov S, Dicks L. Lactobacillus 

plantarum isolated from molasses produces 

bacteriocins active against Gram-negative 

bacteria. Enzyme Microbial Technol 

2005;36:318-26. 

doi.org/10.1016/j.enzmictec.2004.09.009. 

13.  Gong H, Meng X, Wang H. 

Plantaricin MG active against gram 

negative bacteria produced by Lactobacillus 

plantarum KLDS1. 0391 isolated from 

Jiaoke a traditional fermented cream from 

China. Food Cont 2010;21:89-96. 
doi.org/10.1016/j.foodcont.2009.04.005. 

14.  Messaoudi S, Madi A, Prevost H, 

Feuilloley M, Manai M, Dousset X, et al. In 

vitro evaluation of the probiotic potential of 

Lactobacillus salivarius SMXD51. 

Anaerobe2012;18:584-9 

doi.org/10.1016/j.anaerobe.2012.10.004.  

15. Todorov S, Botes M, Guigas C, 

Schillinger U, Wiid I, Wachsman M, et al. 

Boza, a natural source of probiotic lactic 

acid bacteria. J Appl Microbiol 

2008;104:465-77. doi.org/10.1111/j.1365-

2672.2007.03558.x. 

16. Wachsman MB, Castilla V, 

Ruizholgado AP, Torres RA, Sesma F, 

Coto CE. Entrocin CRL35 inhibits late 

stages of HSV-1 and HSV-2 replication in 

vitro. Antiviral Res2003;58:17-24. 
doi.org/10.1016/S0166-3542(02)00099-2. 

17.  Strompfova V, Laukova A, 

Simonova M, Marcinakova M. Occurrence 

of the structural entrocin A, P and B, L50B 

genes in enterococci of different origin. Vet 

Microbiol2008;132:293-301. 
doi.org/10.1016/j.vetmic.2008.05.001. 

18.  Klaenhammer TR. Genetics of 

bacteriocins produced by lactic acid 

bacteria. FEMS Microbiol Rev1993;12:39-

85. doi.org/10.1111/j.1574-

6976.1993.tb00012.x 

19.  Laukova A, Vlaemynck G, 

Czikkova S. Effect of entrocin CCM 4231 

onListeria monocytogenes in saint paulin 

cheese. Folia Microbiol2001;46:157-60. 
20.  Franz CM, Belkum MJ, Holzapfel 

WH, Abriouel H, Galvez A. Diversity of 

enterococcal bacteriocins and their 

grouping in a new classification scheme. 

FEMS Microbiol Rev2007;31:293-310. 
doi.org/10.1111/j.1574-6976.2007.00064.x. 

21.  Deman J, Rogosa d, Sharpe ME. A 

medium for the cultivation of lactobacilli. J 

Appl Bacteriol1960;23:130-5. 
doi.org/10.1111/j.1365-

2672.1960.tb00188.x. 

22.  Mousavi E, Nazarianfirouzabadi F, 

Ismaili A. [Antibiogram analysis and 

detection of pathogenicity genes in two 

strains of Enterococcus faecium isolates 

from Oak Sap (Quercus brantii var. 

Persica)]. J Mazandaran Uni Med 

Sci2017;26(146):31-46. (Persian) 

23.  Araujo WL, Marcon J, Maccheroni 

W, van Elsas JD, van Vuurde JW, Azevedo 

JL. Diversity of endophytic bacterial 

populations and their interaction with 

Xylella fastidiosa in citrus plants. Applied 

Environ Microbiol2002;68:4906-14. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.5

.1
80

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
14

 ]
 

                               7 / 9

https://doi.org/10.1128/AEM.69.1.312-319.2003
https://doi.org/10.1016/S0043-354\(01\)00486-9
https://doi.org/10.1016/S0043-354\(01\)00486-9
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2005.02552.x
https://doi.org/10.1016/S0022-143\(97\)90054-8
https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.1995.tb07548.x
https://doi.org/10.1111/j.1574-6968.1995.tb07548.x
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2004.09.009
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2009.04.005
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2012.10.004
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2007.03558.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2007.03558.x
https://doi.org/10.1016/S0166-3542\(02\)00099-2
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2008.05.001
https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.1993.tb00012.x
https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.1993.tb00012.x
https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2007.00064.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.1960.tb00188.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.1960.tb00188.x
http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.5.180
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4029-en.html


 فرهاد نظریان فیروزآبادی و همکاران-...انتروکوکوس یها هیسو از یک انتروسین کدکننده ژنی جداساز و ییشناسا

081 
 

doi.org/10.1128/AEM.68.10.4906-

4914.2002. 

24.  Felsenstein J. Confidence limits on 

phylogenies an approach using the 

bootstrap. Evolution 1985:783-91. 
doi.org/10.1111/j.1558-

5646.1985.tb00420.x. 

25.  Sievers F, Wilm A, Dineen D, 

Gibson TJ, Karplus K, Li W, et al. Fast 

scalable generation of high quality protein 

multiple sequence alignments using Clustal 

omega. Mole sys Biolo2011;7:539. 
doi.org/10.1038/msb.2011.75 

26.  Pometto A, Shetty K, Paliyath G, 

Levin RE. Food biotechnology. 2 
th
 ed. 

CRC Publication. 2005;P.231. 

27.  Islam MZ, Ariyama H, Alam JM, 

Yamazaki M. Entry of cell penetrating 

peptide transportan 10 into a single vesicle 

by translocating across lipid membrane and 

its induced pores. 

Biochemistry2014;53:386-96. 
doi.org/10.1021/bi401406p. 

28.  Eijsink VG, Axelsson L, Diep DB, 

Havarstein LS, Holo H, Nes IF. Production 

of class II bacteriocins by lactic acid 

bacteria; an example of biological warfare 

and communication. Antonie Van 

Leeuwenhoek2002;81:639-54 . 
29.  Cintas LM, Casaus P, Herranz C, 

Havarstein LS, Holo H, Hernandez PE, et 

al. Biochemical and genetic evidence that 

Enterococcus faecium L50 produces 

entrocins L50A and L50B, thesec-

dependent entrocin P and a novel 

bacteriocin secreted without an N-terminal 

extension termed entrocin Q. J 

Bacteriol2000;182:6806-14. 
doi.org/10.1128/JB.182.23.6806-

6814.2000. 

30. Grandeburgos MJ, Pulido RP, 

Carmenlopez M, Galvez A, Lucas R. The 

cyclic antibacterial peptide entrocin AS-48: 

isolation, mode of action, and possible food 

applications. Int J Mole sci 2014;15:22706-

27. doi.org/10.3390/ijms151222706. 
 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sj

im
u.

26
.5

.1
80

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jim
u.

m
ed

ila
m

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
14

 ]
 

                               8 / 9

https://doi.org/10.1128/AEM.68.10.4906-4914.2002
https://doi.org/10.1128/AEM.68.10.4906-4914.2002
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.1985.tb00420.x
https://doi.org/10.1111/j.1558-5646.1985.tb00420.x
https://doi.org/10.1128/JB.182.23.6806-6814.2000
https://doi.org/10.1128/JB.182.23.6806-6814.2000
https://dx.doi.org/10.3390/ijms151222706
http://dx.doi.org/10.29252/sjimu.26.5.180
https://sjimu.medilam.ac.ir/article-1-4029-en.html


 79دوره بیست و شش، شماره پنجم، آذر   مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                    

088 
 

Identification and Isolation of an Enterocin Encoding Gene 

 from an Enterococcus faecium Strain  

LUB950217 Isolated from 

 Oak Tree Sap 

  
Flamarzimonfared S1, Nazarianfirouzabadi F1*, Ismaili A1 

 

 
(Received: December 27, 2016                         Accepted: October 25, 2017) 

 
Abstract 

Introduction: Lactic acid bacteria )LAB) 

are a group of gram-positive, non-spore 

forming, cocci or rod shaped, catalase-

negative organisms, which are generally 

recognized as safe (GRAS). The LAB can 

cause changes in the food flavor and 

texture. Enterococci are a group of LAB 

capable of producing antimicrobial 

peptides. 

 
Materials & Methods: This experimental 

study was conducted to identify and isolate 

genes encoding antimicrobial peptides from 

an E. faecium LUB950217 strains isolated 

from oak tree. In doing so, genomic DNA 

was extracted from E. faecium strains and 

polymerase chain reaction (PCR) analysis 

was performed using specific primers. 

Amplified PCR products were sequenced 

by Sanger sequencing. Bioinformatic 

analysis was carried out and the peptide 

was modeled. 

Findings: Both DNA and protein Blast 

search confirmed that the PCR product 

encoded an antimicrobial peptide, known as 

LUB950217 enterocin with 36 amino acids 

of 4658.28 Da molecular mass. The isolated 

enterocin peptide had 86-100% similarity to 

other known enterocins in the peptide data 

bases. The LUB950217 enterocin was 

almost water insoluble and it was found to 

be cationic (2.2, pH=7).  

 

Discussion & Conclusions: The 

LUB950217 enterocin seems to inhibit both 

gram-positive and gram-negative bacteria 

growth in vitro, suggesting LUB950217 

enterocin can be used in food stuff and 

animal feed. Furthermore, isolation, 

cloning, and expression of this peptide may 

render resistance to fungi and bacteria 

pathogens in crop plants.  

 

Keywords: Enterococcus faecium, PCR, 

Bacteriocin, Entrocin A 
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