
 مقاله پژوهشی

 
 فرهاد نظریان فیروزآبادی :مسئولة نویسند* 
 آباد، ایرانگروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکدة کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه لرستان، خرم نشانی:   
 
 06633430660 :دورنگار      06633430660 تلفن:   
 Nazarian.f@lu.ac.ir رایانه:   
 ORCID: 0000-0002-8291-3887شناسه    

 0939-6011-0001-0000نویسندة اول:  ORCIDشناسه    

 
 466-406، ص 6331مهر و آبان ، 4، شمارة 66دورة پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی سبزوار،  ـ علمیمجلة 

 journal@medsab.ac.irرایانامه:  http://jsums.medsab.ac.irآدرس سایت: 
   6606-7417شاپای چاپی: 

 بر 2-DrsB1 (CBD)نوترکیب  سازی، بیان و بررسی اثر ضدمیکروبی پپتیدهمسانه
 زای انسانیهای بیماریمیکروارگانیسم

 3، احمد اسماعیلی*2، فرهاد نظریان فیروزآبادی1مرضیه وارسته شمس

 

 آباد، ایرانبیوتکنولوژی، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکدة کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم دانشجوی دکتری. 6
  آباد، ایراناستاد بیوتکنولوژی، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکدة کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم .6
 آباد، ایراندانشکدة کشاورزی، دانشگاه لرستان، خرم دانشیار مهندسی ژنتیک و ژنتیک مولکولی، گروه زراعت و اصلاح نباتات،. 3

 

 

 مقدمه. 1

 روزافزون افزایش دلیلسلامت و بهداشت انسان به
جدید،  هایبیوتیکآنتی تولید در ناتوانی و میکروبی هایمقاومت

نظر به. [6] است تهدید در معرض توسط عوامل میکروبی
 نآ متعاقب و هابیوتیکآنتی مصرف افزایش دلیلرسد بهمی

 هامتمقاو بیوتیکی، کنترلآنتی هایمقاومت روزافزون گسترش
 هایفرمولو  ضدمیکروبی عوامل به دستیابی و تلاش درجهت

 یدهایپپت. [6]ناپذیر باشد و گریز ضروری امری جدید دارویی

 42/24/7931تاریخ دریافت:  

 97/22/7931تاریخ پذیرش: 

 ها:کلیدواژه
ریشة موئین، توتون، پپتید 

 Dermaseptinضدمیکروبی، 

B1،CBD های ، باکتری
 .زای انسانیبیماری

 

 چکیده
 

های میکروبی، دستیابی به عوامل ضدمیکروبی ها و گسترش مقاومتبیوتیکدلیل افزایش مصرف آنتیبه زمینه 
میکروبی ضدزاها، بیان پپتیدهای های مقابله با طیف وسیعی از بیماریناپذیر است. یکی از راهمؤثرِ جدید امری گریز

یک پپتید  B1شود. پپتید درماسپتین موجودات زنده محسوب می همة ذاتی ایمنی سیستم قوی است که بخشی از
 .کاتیونی قوی با اثرات ضدمیکروبی بسیار زیاد است

سر از قورباغة فیلومدوسا بایکالر به دو تکرار پشت B1پپتید درماسپتین  در این مطالعه، توالی کدکنندة روش کار
 پس از DrsB1 (CBD)-2سازة ژنی و  قارچ کلادوسپوریوم فلاوم متصل Avr4هم از دمین اتصال به کیتین پروتئین 

ید قرار های مولکولی مورد تأیهای موئین توتون بیان شد. بیان پپتید نوترکیب به کمک روشسازی در ریشههمسانه
وکوس ای اشریشیا کولای، سودوموناس آروژینوزا، استافیلوکهگرفت. اثرات ضدمیکروبی این پپتید نوترکیب بر باکتری

 .اورئوس، انتروکوکوس فکالیس و باسیلوس سوبتیلیس در محیط آزمایشگاهی ارزیابی شد
داری های موئین، اثرات ضدمیکروبی معناهای تراریخت ریشهنتایج نشان داد که عصارة پروتئین کل از کلون هایافته

(00/0>Pبر رشد باکتری )نتایج تعیین شاخص زا داشتند. های بیماریMIC  جهت بازدارندگی از رشد نشان داد که
های گرم مثبت در مقایسه با باکتری DrsB1 (CBD)-2های گرم منفی غلظت دوبرابری از پپتید نوترکیب باکتری

 .مورد نیاز بود

های در سیستم ریشه DrsB1-2 (CBD)پتید نوترکیب براساس شواهد این مطالعه، بیان و تولید پ گیرینتیجه
 .باشد تواند راهکاری جهت تولید داروی ضدمیکروبی جدیدموئین می
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 یستمس یرناپذییجزء جداکه تقریباً   6(AMPsضدمیکروبی )
 و گستردهفعالیت  یفبا ط موجودات زنده ةهم یذات یمنیا

محسوب  دارانپستان یهاسلول یاندک برا یسلول یتسم
 عوامل نوآورانه جهت کنترل یکردهایاز رو شود، به یکیمی

دلیل فعالیت گزینشی و به. [3] است شده یلتبدزا بیماری
بین غشاهای میکروبی و غشاهای میزبان  AMPsتمایزی که 

ها در هنگام یکروارگانیسمحساس م یهایهسوشوند، قائل می
 یسهضدمیکروبی در مقا یهاینو پروتئ [4]یدها استفاده از پپت

بنابراین ؛ [0] شوندیندرت مقاوم مبه متداول یهایوتیکبیبا آنت
 بیمناس ییدارو یداهایتواند کاندیم یدهاییپپت ینچن یمعرف

 سنتز شیمیایی باشد. یندهآ رد ی عفونیهایماریدرمان ب یبرا
AMPs ویژه در پپتیدهای طویل، با از لحاظ هزینه و بازده، به

های از سلولها و تخلیص آن [6]هایی همراه است محدودیت
. در این زمینه، بیان [7]بر است بر و زمانمیزبان مشکل، هزینه

یاه، های مبتنی بر گهای نوترکیب در سیستمهترولوگ پروتئین
ضمن تولید نسبتاً بیشتر، در مقیاس وسیع هزینة کمتری دارد. 

های در همة بخش AMPsباوجود این، بیان دائم، پایدار و تجمع 
اثرات منفی در رشد و توسعة گیاهان گیاهی ممکن است 

. با توجه به معضلات بیان دائم در [3]تراریخت داشته باشد 
منظور تولید های موئین بههای گیاهی، ریشهسیستم
اند های نوترکیب در گیاهان بسیار مورد توجه قرار گرفتهپروتئین

 مدت ژنوتیپی، فنوتیپی و. تولید کارآمد، پایداری طولانی[3ـ1]
و پایداری  [60] یمیایی، تولید سریع بیوماس در سطح تجاریش

های موئین را ، ریشه[66]در بیان ژن برای مدت زمان طولانی 
های مختلف بیان به ابزاری مطلوب برای ارزیابی سریع جنبه

 .  [66] های نوترکیب تبدیل کرده استپروتئین
هضم  بیگانه، یهادر درون سلول AMPsبازده سنتز کم

 یونیاتک یتکوچک و ماه ةسبب اندازبه یدهاپپت یتیکیروتئولپ
 یدهایعملکرد پپت ها،آنمشکل  یصتخل یجهها و درنتآن
 یابزار ینپروتئ همجوشیدهد. یشده را کاهش میدتول

درجهت  که از آن است یمولکول سازیر همسانهاستاندارد د
 شودیماستفاده  های یوکاریوتمیزبان در یدهاپپت یانب زایشاف
[63]. 

 یقو یونی وکات یدپپت  B1 (DrsB1)6پپتید درماسپتین 
زاها از خود فعالیت بیماریاز  یعیوس یفط یهعل است که

. اگرچه تاکنون تأثیر [60ـ64] نشان داده است ضدمیکروبی
                                                                                                                                                                                                 

1. antimicrobial peptides 

2. dermaseptin B1 

3. pseudomonas aeruginosa 

4. Staphylococcus aureus 

5. Enterococcus faecalis 

6. Bacillus subtilis 

نسبی پپتیدهای خانوادة درماسپتین در جلوگیری از رشد 
، هنوز [66ـ60]زاهای قارچی و باکتریایی بررسی شده بیماری

علیه  B1اطلاعات کافی درمورد فعالیت پپتید درماسپتین 
مت هایی با مقاوزای انسانی، خصوصاً باکتریهای بیماریباکتری

، استافیلوکوکوس   3دارویی ازجمله سودوموناس آروژینوزا
وجود  6و باسیلوس سوبتیلیس، 0انتروکوکوس فکالیس 4اورئوس،

بررسی اثرات با هدف بار،  برای اولینمطالعه  ینا ندارد.
با دو  همجوشB1 یب درماسپتین نوترک یدپپت ضدمیکروبی

از  یتعداد یهعل  7(CBDیتین )اتصال به ک ین تکراریدم
زای انسانی در ریشة موئین توتون تولید و های بیماریباکتری

ای زهای بیماریاثرات ضدمیکروبی آن علیه تعدادی از میکروب
ید تواند در راستای تولیج این مطالعه میانسانی بررسی شد. نتا

  .داروی ضدمیکروبی مناسب مورد توجه واقع شود

 هامواد و روش. 2

 پپتید متشکل از توالی کدکنندة DrsB1 (CBD)-2سـازة ژنی 
با منشـــأ ترشـــحات پوســـتی قورباغة  DrsB1ضـــدمیکروبی 

ــا بایکالر افکتور  ینپروتئ CBDو دو تکرار متوالی از  1فیلومدوس
Avr4 ـــپوریوم فلاوم قـارچ ـــب همراه با  3کلادوس توالی برچس

ــتیدینی ــرکت  60هیس ــط ش ــازة ژنی توس در انتهای آمینی س
برای بیان  pGSA1285بیوماتیک کانادا سنتز و در ناقل دوگانة 

(. از این 6سازی شد )شکل های موئین توتون همسانهدر ریشه
برای  34AR158سویة  66اگروباکتریوم رایزوژنز واسـطةسـازه به
های موئین اســتفاده ســازی گیاه توتون و القای ریشــهتراریخته

ــخه ــژن در ژنوم توتون و نس ــد. ادغام ترانس برداری از آن در ش
-RTو  PCRترتیب با استفاده از های موئین تراریخت، بهریشـه

PCR مورد تأیید قرار گرفت. همچنین ریشــة موئین  کمیّنیمه
ـــازة حامل ناقل   66(WTغیرتراریخت ) بیانی مورد نظر، فاقد س

ـــد. لاین ـــة ژنی نیز با همین روش ایجاد ش های تراریخت ریش
ـــاهد مورد نیز بـه DrsB1کننـدة پپتیـد موئین بیـان عنوان ش

های ریشة . پس از تأیید، تعدادی کلون[67]ارزیابی قرار گرفت 
های همراه کلونانتخاب و به DrsB1 (CBD)-2موئین تراریخت 

برای استخراج عصارة پروتئین کل  DrsB1غیرتراریخت و لاین 
 استفاده شد.

7. chitin binding domain 

8. Phyllomedusa bicolor 

9. Cladosporium fulvum 

10. RGS-(His) 6 tag 

11. Agrobacterium rhizogenes 

12.  Wild Type 
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 مورد استفاده برای بیان پپتید نوترکیب . شکل شماتیک سازةA.7شکل 
)نئومایسین  NPTIIسازی اگروباکتریوم رایزوژنز. مورد استفاده در تراریخته pGSA1285/ (CBD) 2-DrsB1ناقل دوگانة  T-DNAناحیة  

( و MASپروموتور مانوپین سنتاز )ترتیب توسط به Sp- (CBD) 2-DrsB1عنوان ژن مقاومت به کانامایسین و ژن نوترکیب ( بهIIفسفوترانسفراز 
 ( بیان شدند.CaMV 35Sکلم )پروموتور ویروس موزائیک گل

 ( در انتهای آمینی ژنHis tagتوالی برچسب هیستیدینی ). BamHIو  NcoIهای محدودالاثر های آنزیم. اجزای سازة ژنی بین جایگاهB.7شکل  

در ریشةةةة  DrsB1 (CBD)-2. بیان پپتید نوترکیب 4.7
 موئین توتون

ـــتخراج پروتئین کل، بـه ـــه 0منظور اس های گرم از بافت ریش
( حاوی mM00 ،7 pHموئین پودر و در بافر فسـفات پتاســیم )

ـــولفونیل فلوراید ) ، 1Mmبـازدارنـدة پروتئـاز فنیـل متیـل س
PMSF)6  (Roche, Complete, mini, Germanyًــا ــل ــام  ( ک

ورتکس و هموژنیزه شد. شدت به دقیقه 0نواخت و به مدت یک
در  g67300 × با ســرعت دقیقه  30عصــارة حاصــل به مدت 

سـانتریفیوژ و رونشـین حاصل با استفاده از فیلتر با  4℃دمای 
فیلتر شـــد. جهت بررســـی کیفیت  میکرومتر40/0قطر منافذ 

ـــتخراج ـــارة پروتئین اس ـــده از کلونعص هـای تراریخـت و ش
م آمید ســـدیآکریلغیرتراریخت ریشـــة موئین، الکتروفورز پلی

انجام شـــد.  ٪66با ژل  6(PAGE-SDSدودســـیل ســـولفات )
ا بری ژل بآمیزی با نیترات نقره به مدت یک ساعت و رنگرنگ

. پس از [61]صورت گرفت  ٪60و متانول   ٪30اسید استیک 
ــة الگوی الکتروفورزی پروتئین کل کلون ــی و مقایس های بررس

ـــد و جهـت تخلیص پپتید  ـــه کلون انتخـاب ش تراریخـت، س
ـــتفـاده قرار گرفت. مراحل  نوترکیـب از پروتئین کـل مورد اس

Ni-های نوترکیب با اسـتفاده از ستون نیکل )تخلیص پروتئین

IDA)3 ( ـــازنده ـــرکت س ـــتورالعمل ش  USBبـا توجه به دس

Corporation )ســـازی انجام شـــد. به این منظور پس از آماده
ــتو ــتفاده از س  X6 LEW (mMمیکرولیتر از بافر  600ن با اس

00 4PO2NaH، mM 300 NaCl ،1 pH ــزان ــی  600( م
                                                                                                                                                                                                 

1. phenyl methyl sulfonyl fluoride protease 

2. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

3. nickel-iminodiacetic acid 

میکرولیتر از عصارة پروتئینی به درون ستون تزریق و به مدت 
ــرعت  دقیقه 6 ــد.  4℃در دمای  g606 × با س ــانتریفیوژ ش س

شو داده وشــســت LEWمیکرولیتر از بافر  600بار با  6سـتون 
شد و سرانجام پروتئین نوترکیب با توالی برچسب هیستیدینی، 

 mM 00) آزادسازی از بافرمیکرولیتر  600بار با اسـتفاده از  3
4PO2NaH، mM  300 NaCl ،mM  600 Imidazole ،1 pH )

ــد. غلظت پروتئین نوترکیب تخلیص ــده و غلتخلیص ش ظت ش
 DrsB1-2یخت های ترارشـــده از کلونپروتئین کل اســـتخراج

(CBD)  وDrsB1 ـــة موئین غیر تراریخــت بــا و همچنین ریش
 4(BSAو سرم آلبومین گاوی ) [63]استفاده از روش برادفورد 

 عنوان استاندارد تعیین شد.به
ـــتفاده از تولیـد پروتئین نوترکیب در کلون های تراریخت با اس

 60مورد بررسی قرار گرفت. میزان  0(WBگذاری وسـترن )لکه
 SDSه شده در بافر نمونمیکرولیتر از پروتئین نوترکیب تخلیص

)حجمی/ حجمی( حل و در ژل  ٪0حاوی بتا ـــ مرکاپتواتانول 
ـــد. عمل انتقال پروتئین به  ٪66آمید آکریلپلی الکتروفورز ش

 Mini Trans-Blotغشـای نیتروسـلولزی با استفاده از دستگاه 

Transfer Cell (Bio-Rad)  ولت  600و ولتاژ  ساعت 6به مدت
ـــورت گرفــت. پروتئین ـــطح غشــــای ص هــای نوترکیــب س

ــلولزی ــتیدین  نیتروس به آنتی بادی مونوکلونال آنتی پلی هیس
متصل و  (Sigma-Aldrich, product No. A7058پراکسـیداز )
6 (-Sigma(DAB) مینوبنزیدین تتراهیدروکلرایدآتوســـط دی

Aldrich, Cat. No. 888272-859 ) گرم در میلی 60با غلظت

4. bovine serum albumin 

5.   western blotting 

6. diaminobenzidine tetrahydrochloride 
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 X6TBS (mM 00 Tris، 6/7 pH  ،mMلیتر از بافر میلی 60
600 NaCl ـــیــد هیــدروژن  مـیکرولیتر 66( و  ٪30پراکس

 .  [61]شناسایی شد 

. بررسةةی فلةالیةت ضةةدمیکروبی پپتید نوترکیب 4.4
(CBD) 2-DrsB1 

 PTCC) 6زای انســانی اشــریشــیا کولایهای بیماریباکتری

(، استافیلوکوکوس PTCC 1074آروژینوزا )(، سودوموناس 1330
( PTCC 1393(، انتروکوکوس فکالیس )PTCC 1112اورئوس )

های ( از سازمان پژوهشPTCC 1715و باسیلوس سوبتیلیس )
ـــی اثرات  ـــدند و جهت بررس ـــنعتی ایران تهیه ش علمی و ص

مورد اســتفاده  DrsB1 (CBD)-2ضــدمیکروبی پپتید نوترکیب 
 قرار گرفتند.

های شــده از کلونضــدمیکروبی پروتئین کل اســتخراجفعالیت 
های مورد نظر با استفاده از تراریخت ریشة موئین علیه باکتری

ــتاندارد  ــک طبق اس ــار در دیس ــد  CLSIروش انتش تعیین ش
ــه ایـن مـنـظـور، مقــدار [66ــــــ60] از  میکرولیتر 60. ب

های باکتریایی در اوایل فاز لگاریتمی رشــد ســوســپانســیون
(CFU/ml 160 ،6/0  =600ODبه ) ــتریل بر ــوآت اس ــیلة س وس

ــت مولر هینتون آگار تازه به ــطحی روی محیط کش ــورت س ص
متر( بر میلی 6های بلانک استریل )قطر کشـت و سپس دیسک

 30ها قرار داده شدند. مقدار روی سطوح کشت چمنی باکتری
-2های های تراریخت حاوی پروتئیناز عصـارة کلونمیکرولیتر 

DrsB1 (CBD ،) DrsB1  و عصارة کلون غیرتراریخت با غلظت
ـــیم به µg/ml 30نهایی  ـــفات پتاس عنوان و همچنین بافر فس

ـــک ـــاهـد بـه دیس ـــدند. در پلیت ش هـای مربوطـه تزریق ش
ـــک آنتی ـــینانتروکوکوس فکالیس از دیس  بیوتیک ونکومایس

(µg/disc 30ـــت ـــایر کش ـــک ( و در س هـای باکتری از دیس
عنوان کنترل مثبت ( بهµg/disc 60ن )بیوتیک جنتامایسیآنتی

ـــد. پلیـت ـــتفـاده ش ـــاعت در دمای  6هـا به مدت اس  4℃س
قرار  C° 37در دمای ساعت  61به مدت گرماگذاری و سـپس 

وسیلة کولیس با دو رقم و سپس قطر هالة عدم رشد بهگرفتند 
انحراف اســتاندارد و  ±صــورت میانگین گیری و بهاعشــار اندازه

 ارائه شدند. متربرحسب میلی

( و MIC. تلیین حداقل غلظت مهارکنندگی رشةةد )4.9
 ( MBCحداقل غلظت کشندگی )

پپتید نوترکیب با اســتفاده از روش  MICدر این مطالعه، مقدار 
 600چاهکی در حجم نهایی  36میکرودایلوشن براث در پلیت 

ـــول  میکرولیتر ـــد  CLSIبـا رعـایت اص . ابتدا [66]تعیین ش

                                                                                                                                                                                                 
1.  Escherichia coli 

میکروگرم  60/66و  0/66، 40، 30، 610، 360های رقت سری
ـــده، در بــافر لیتر از پپتیــدبر میلی هــای نوترکیــب تخلیص ش

 0از هر سری رقت با  میکرولیتر 00فسفات پتاسیم تهیه شد و 
در  CFU/ml 160از سـوسپانسیون باکتری با غلظت میکرولیتر 

 66محیط مولر هینتون آگـار ترکیـب و میکروپلیـت بـه مدت 
گرماگذاری شـــد. در چاهک کنترل  C° 37در دمای ســـاعت 

ـــیم به ـــفات پتاس جای پپتید نوترکیب و در مثبـت از بافر فس
چاهک کنترل منفی از پپتید بدون ســوســپانســـیون باکتری 
استفاده شد. میکروپلیت از نظر وجود یا نبودِ کدورت، بررسی و 

گیری و کمترین های شفاف اندازهچاهک 6(600ODجذب نوری )
تی از پپتید نوترکیب که از رشد باکتری ممانعت کرده بود، غلظ

درنظر گرفته شـد. از محیط کشت استریل مولر  MICعنوان به
ــپانســیون باکتری بههینتون براث به عنوان چاهک جای ســوس

 .[60 ،60]بلانک استفاده شد 
 60هــای نوترکیــب، مقــدار پپتیــد MBCبرای تعیین میزان 

که  هایین باکتریایی از تمام چاهکمیکرولیتر از سـوسـپانسیو
ها کدورت ناشی از رشد باکتری مشاهده نشده بود، روی در آن

ـــد و پس از  ـــت ش ـــاعت  64پلیـت مولر هینتون آگار کش س
، پلیتی کــه در آن هیک کلنی C° 37گرمــاگــذاری در دمــای 

ــد، به ــاهده نش پپتید نوترکیب درنظر  MBCعنوان باکتری مش
ای جاستریل مولر هینتون آگار بهگرفته شـد. از محیط کشـت 

 .[66]عنوان چاهک بلانک استفاده شد سوسپانسیون باکتری به

 ها. تجزیه و تحلیل آماری داده2.4
صـورت طرح کاملاً تصادفی در سه تکرار انجام ها بههمة آزمون

ها با ها محاســبه شــد. یافتهو انحراف اســتاندارد از میانگین آن
 SASافزار طرفه در نرمتحلیل واریانس یکاستفاده از تجزیه و 

9.1 (SAS, Inc., North Carolina, USAبررسی و مقایسه ) های
ــتفاده از آزمون چنددامنهمیانگین ــطح ها با اس ای دانکن در س
 انجام شد. P <00/0احتمال 

 
 ها. یافته3

ــة موئین تراریخت ) PCRآنالیز  -T1روی تعداد پنج کلون ریش

T5 2( با اسـتفاده از آغازگر اختصـاصی-DrsB1 (CBD)  نشان
در  DrsB1 (CBD)-2پپتید نوترکیب  داد کـه توالی کدکنندة

-RT(. همچنین آنالیز A.6ژنوم توتون الحاق شده است )شکل 

PCR ـــخـهنیمـه د پپتی توالی کدکنندةبرداری از کمیّ نیز نس
أیید قرار ها مورد ترا در این کلون DrsB1 (CBD)-2نوترکیب 

 RT-PCRالکتروفورز محصول  یجنتا یسـةمقا (.B.6داد )شـکل 
عنوان به elf1αژن  RT-PCRبا محصول  DrsB1 (CBD)-2 ژن

2. optical density 600 nanometer 
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و  T2 ،T3 یختنشـان داد که ســه کلون ترار یکنترل داخلژن 
T4 ــت ب یزانم ــتری ازرونوش  T5و  T1 یختترار یهاکلون یش

ــتند ــکل  داش -2منظور اثبات بیان پپتید نوترکیب . به(B.6)ش

DrsB1 (CBD) های تراریخت ریشة موئین، الکتروفورز در کلون
 T4و  T2 ،T3های تراریخت شده از کلونپروتئین کل استخراج

ـــورت گرفــت ) ـــکــل و کلون غیرتراریخــت ص (. طبق C.6ش
ـــی  DrsB1-2هـای بیوانفورمـاتیکی برای پپتید نوترکیب بررس

(CBD)کیلودالتون مورد انتظــار بود.  60 ، وزن مـولـکـولـی
ـــور این بـانـد را در کلون های نتـایجـالگوی الکتروفورزی حض

ــان  ــور آن را در پروتئین غیرتراریخت نش تراریخت و عدم حض

با  DrsB1 (CBD)-2داد و مشـــخص شـــد که پپتید نوترکیب 
های تراریخت وجود غلظت مناســبی در عصــارة پروتئینی کلون

وجه به وجود توالی برچسب هیستیدینی (. با تC.6شکل دارد )
ــازة ژنی پپتید نوترکیب   DrsB1 (CBD)-2در انتهای آمینی س

بادی ضـــدتوالی گذاری وســـترن با اســـتفاده از آنتیآنالیز لکه
برچسب هیستیدینی صورت گرفت. نتایج این آنالیز نیز گویای 

ـــت کـه پپتید نوترکیب  خوبی در به DrsB1 (CBD)-2آن اس
های (. از بین کلونD.6شکل ئین بیان شده است )های موریشه

با بیشــترین میزان بیان پپتید نوترکیب  T3تأییدشــده، کلون 
 جهت ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی مورد استفاده قرار گرفت

 
 های موئین تراریخت. آنالیز مولکولی ریشه4شکل 

A آنالیز :PCR 2های موئین با استفاده از آغازگر اختصاصی ریشه-DrsB1 (CBD و تکثیر قطله )bp722 2های تراریخت در کلون-DrsB1 (CBD ؛)B :
ترتیب تکثیر عنوان ژن کنترل داخلی و بهبه elf 1α( و آغازگر CBD) DrsB1-2های موئین با استفاده از آغازگر اختصاصی ریشه RT-PCRآنالیز 

( با وزن مولکولی CBD) DrsB1-2های تراریخت ریشة موئین و مشاهدة باند کلون SDS-PAGE: الگوی الکتروفورزی C؛ bp711و  bp722قطله 
KDa44 ؛Dهای موئین تراریخت. : آنالیز وسترن بلاتینگ ریشهMترتیب مارکر مولکولی : بهbp722 (CinnaGen Co.( و مارکر پروتئینی )Precision 

plus protein unstained protein standards, Bio-Rad ؛)P پلاسمید( کنترل مثبت :pGSA1285/ (CBD)2-DrsB1 شده از استخراجA. rhizogenes ؛)C :
 تراریخت. : عصارة پروتئینی غیرWT(؛ CBD) DrsB1-2های تراریخت : عصارة پروتئینی کلونT1-T5کنترل منفی )آب(؛ 

 

نتایج آزمون انتشار در دیسک نشان داد که عصارة پروتئینی 
( و همچنین پپتید CBD) DrsB1-2حاوی پپتید نوترکیب 

DrsB1 عنوان شاهد توانست از بدون دمین اتصال به کیتین به
زا جلوگیری کند؛ اما فعالیت گونه باکتری بیماری 0رشد 

بت به داری نسبا اختلاف معنا DrsB1 (CBD)-2بازدارندگی 
(. بیشترین فعالیت 6، جدول 3شاهد بیشتر بود )شکل 

ها بود و بیوتیکها مربوط به آنتیبازدارندگی علیه رشد باکتری
داری با نوترکیب اختلاف معنا DrsB1 (CBD)-2فعالیت عصارة 

، جدول 3ها نشان داد )شکل بیوتیک بر رشد باکتریاثر آنتی
ر تراریخت نیز همانند باف(. عصارة پروتئینی ریشة موئین غیر6

فسفات )بدون عصارة پروتئینی( فاقد فعالیت بازدارندگی علیه 
های موجود در ترکیب عصارة ها بود و سایر پروتئینباکتری

ظر های مورد نپروتئینی کل اثر بازدارندگی را بر رشد باکتری
(. فعالیت بازدارندگی عصارة 6، جدول 3نداشتند )شکل 

ر طوهای گرم مثبت بهعلیه باکتری DrsB1 (CBD)-2پروتئینی 
ن های گرم منفی بیشتر بود. بیشتریداری نسبت به باکتریمعنا

ترتیب علیه به DrsB1 (CBD)-2فعالیت ضدمیکروبی 
و  ، استافیلوکوکوس اورئوسهای باسیلوس سوبتیلیسباکتری

 و و با اثر یکسان بر سودوموناس آروژینوزا انتروکوکوس فکالیس
 (. 6، جدول 3بود )شکل  شیا کلایاشری
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جهت بازدارندگی از نشان داد که  MICنتایج تعیین شاخص 
اشریشیا و  سودوموناس آروژینوزاهای گرم منفی رشد باکتری

 DrsB1-2( از پپتید نوترکیب µg/ml 30غلظت دوبرابری ) کلای
(CBD) باسیلوس های گرم مثبت در مقایسه با باکتری

 یسانتروکوکوس فکال استافیلوکوکوس اورئوس و، سوبتیلیس

(µg/ml 40 نتایج تعیین 6( مورد نیاز بود )جدول .)MBC  نیز
 DrsB1-2نشان داد که حداقل غلظتی از پپتید نوترکیب 

(CBD) ود شهای گرم مثبت میکه منجر به کشندگی باکتری
(µg/ml 30نصف غلظت مورد نیاز برای کشندگی باکتری ) های

 (.6( بود )جدول µg/ml 610ی )گرم منف
 

 زای  انسانیهای بیماریعلیه باکتری DrsB1 (CBD)-2فلالیت ضدباکتریایی پپتید نوترکیب . 9 شکل
-2: عصارة پروتئینی کلون تراریخت 4؛ DrsB. عصارة پروتئینی کلون تراریخت 7بیوتیک )کنترل مثبت(: : آنتیAترتیب در هر پلیت به

DrsB1 (CBD؛) بافر فسفات پتاسیم .2. عصارة پروتئینی کلون غیرتراریخت؛ 9 
 

 DrsB1-2مقایسة فعالیت ضدباکتریایی پپتید نوترکیب 
(CBD)  در مقایسه با پپتیدDrsB1  بدون دمین اتصال به

نوترکیب فعالیت دوبرابری علیه  کیتین نشان داد که پپتید
های گرم مثبت در مقایسه با پپتید شاهد دارد. با این باکتری

رسد که هر دو پپتید فعالیت مشابهی علیه نظر میحال، به
 (.6ـ6، جدول 3های گرم منفی داشته باشند )شکل باکتری

 . بحث و نتیجه گیری4

ا های رایج مقاومت پیدبیوتیکزا علیه آنتیهای بیماریمیکروب
های های درمان بیماریکنند که این موضوع یکی از چالشمی

زاها با شود. اگرچه کنترل بیماریعفونی محسوب می
پذیر است، صنایع داروسازی های شیمیایی امکانبیوتیکآنتی

 دنبالر مداوم بهطوزا باید بههای بیماریجهت کنترل میکروب
های جدید باشند. نتایج این مطالعه نشان بیوتیکتوسعة آنتی

به دو کپی  B1 داد که همجوشی پپتید ضدمیکروبی درماسپتین
 قارچ کلادوسپوریوم فلاوم Avr4 از دمین اتصال به کیتین ژن

یان ب های موئین توتونآمیزی در ریشهطور موفقیتتواند بهمی
یب حاصل، اثرات ضدمیکروبی مؤثری علیه شود و پپتید نوترک

 های گرم مثبتویژه باکتریزای انسانی بههای بیماریباکتری
 (.3داشت )شکل 

 روش انتشار در دیسکبه DrsB1 (CBD)-2. فلالیت ضد میکروبی پروتئین نوترکیب 7جدول 
 متر(میانگین قطر هالة عدم رشد )میلی

 B A (CBD) 2-DrsB1  DrsB1  WT 

E. coli 00/0±6 l 38/61±66/0f 06/9± 60/0i 66/6±66/0 k 00/0 ±6 l 

P. aeruginosa 00/0 ±6 

l 
3/61± 60/0 g  68/9±81/0 i 60/6±60/0k  00/0 ±6 l 

S. aureus 00/0 ±6 

l 
06/99±81/0b  00/69±60/0e  60/9±60/0 i 00/0 ±6 l 

E. faecalis 00/0 ±6 

l 
98/99±00/0 c 00/66±10/0fg  60/3±61/0 j 00/0 ±6 l 

B. subtilis 00/0 ±6 

l 
00/80±10/0 a 08/96±11/0d  00/60±10/0h 00/0 ±6 l 

های مقادیر میانگین سه تکرار با انحراف استاندارد نمایش داده شده است. میانگین متر(، دادهمیلی 2قطر هالة عدم رشد با احتساب قطر دیسک )
: بافر فسفات پتاسیم )کنترل منفی برای عصارة B. (α=  24/2) ای دانکن ندارنددامنهداری براساس آزمون چندحروف مشترک اختلاف ملنابا 

: پروتئین DrsB1: پروتئین درماسپتین نوترکیب با دمین اتصال به کیتین؛ DrsB1 (CBD)-2 بیوتیک )کنترل مثبت(؛: آنتیAغیرتراریخت(؛ 
 تراریخت.: عصارة پروتئینی غیرWTدرماسپتین بدون دمین اتصال به کیتین؛ 

. [64ـ63 ،3 ،1]در ریشة موئین توتون گزارش شده است تاکنون تولید و بیان چندین پروتئین ضدمیکروبی با کارایی بالا 
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 هبررسی مطالعات دربارة پپتیدهای ضدمیکروبی نشان داد ک
زای یهای بیماراثرات ضدباکتریایی این پپتیدها علیه باکتری

انسانی بسیار مورد توجه است. برای مثال بررسی اثر پپتید 
های کلینیکالی علیه سویه OP-145ضدمیکروبی مصنوعی 

چندمقاومتی نشان داد که این پپتید رشد و تشکیل بیوفیلم 
دهد می شدت کاهشرا به اورئوس باکتری استافیلوکوکوس

نیز علیه  Buwchitin. همچنین اثر ضدمیکروبی پپتید [60]
 و اورئوس استافیلوکوکوس، اشریشیا کلای هایباکتری

ای دیگر، . در مطالعه[66]انتروکوکوس فکالیس اثبات شده است 
نشان داده شد که این  BLS p34با معرفی پپتید ضدمیکروبی 

 های استافیلوکوکوس وپپتید از تشکیل بیوفیلم در سویه
 . [67]کند جلوگیری می انتروکوکوس

و  Sخصوص درماسپتین پپتیدهای خانواده درماسپتین به
عنوان داروی ضدمیکروبی با طیف وسیع نیز به Bدرماسپتین 

ربارة دی دفعالیت بسیار مورد توجه بوده و تاکنون مطالعات متعد
 ها با تغییراتهای آناثرات ضدمیکروبی این پپتیدها و آنالوگ

ساختاری متفاوت صورت گرفته و فعالیت ضدمیکروبی این 
 های گرم منفیهایی از مخمر، قارچ، باکتریپپتیدها علیه گونه

و گرم مثبت با همدیگر مقایسه شده است. در این مطالعات، 
های علیه باکتری MICمیکرومولار برای  70ـ6مقادیر 
زای انسانی اشریشیا کلای، سودوموناس آروژینوزا، بیماری

استافیلوکوکوس اورئوس و انتروکوکوس فکالیس ذکر شده است 
 .  [63ـ61 ،66ـ60]

شارژ مثبت خالص پپتیدهای ضدباکتریایی نقش مؤثری در 
ها دارد و اتصال ها به دیوارة سلولی باکتریاتصال آن

پپتید روی سطح خارجی، انتشار به درون غشای مشارکتی غیر
ای . در مطالعه[30]کند داخلی و نفوذپذیری غشا را تسهیل می

[ دربارة اثر ضدمیکروبی چند پپتید 36که فردریک و همکاران ]
کاتیونی سنتتیک با اختلافات ساختاری و شارژ متفاوت انجام 

را بر  اثربا بیشترین شارژ مثبت بیشترین  CP26دادند، پپتید 
ت های گرم مثبایجاد نفوذپذیری غشای سیتوپلاسمی باکتری

پپتید  Nاعمال کرد. در مطالعة دیگری، با ایجاد تغییر در سر 
، شارژ پپتید A (MsrA3)6تغییریافته موسوم به تمپورین 

و اروینیا  کلای اشریشیاافزایش و فعالیت ضدباکتریایی آن علیه 
 .[64]چهاربرابر افزایش یافت به میزان دو تا  6کاروتوورا

 DrsB1 (CBD)-2( پپتید نوترکیب MBC( و حداقل غلظت کشندگی )MIC. حداقل غلظت بازدارندگی )4جدول 

 MIC (µg/ml) MBC (µg/ml) 

 (CBD) 2-DrsB1 DrsB1 (CBD) 2-DrsB1 DrsB1 

E. coli 30  30 ≤ 610  610 ≤ 

P. aeruginosa 30  30 ≤ 610  610 ≤ 

S. aureus  40  30  30  610  

E. faecalis 40  30  30  610  

B. subtilis 40  30 30  610  

پپتید درماسپتین نوترکیب با دمین اتصال  DrsB1 (CBD:)-2دهند. ( دو آزمایش مستقل با دو تکرار را نشان می± 92ها مقادیر میانگین )%غلظت
 : پپتید درماسپتین بدون دمین اتصال به کیتین.Controlبه کیتین؛ 

 DrsB1-2یب نوترک یدپپتهای فیزیکی و شیمیایی ویژگی
(CBD)  و پپتیدDrsB1 افزار با استفاده از امکانات نرم

Protparam تک ن شارژ الکتریکی تکمطالعه شد. میزا
ها نشان داد که همجوشی دو دمین پپتیدها و شارژ خالص آن

شارژ خالص پپتید  DrsB1( به پپتید CBDاتصال به کیتین )
شارژ، فعالیت ضدباکتریایی با افزایش + افزایش داد. 1+ به 3را از 

2-DrsB1 (CBD)  در مقایسه با پپتیدDrsB1  علیه
، جدول 3نسانی افزایش یافت )شکل زای اهای بیماریباکتری

 (.6ـ6
همجوشی پپتید ضدمیکروبی کاتیونی با دمین اتصال به 
کربوهیدرات موجب افزایش ظرفیت اتصال پپتید به دیوارة 

                                                                                                                                                                                                 
1. temporin A 

شود. می کنندگی آنسلولی میکروارگانیسم و تسهیل فعالیت لیز
 هایی با دمین اتصالجایگاه اتصال به کربوهیدرات در پروتئین
ها وکاریوتها در یبه پپتیدوگلیکان دیوارة سلولی باکتری

حفاظت شده است و این دمین تمایزی بین پپتیدوگلیکان و 
. با بررسی [33ـ36]شود ها قائل نمیکیتین دیوارة سلولی قارچ

شده بین دمین اتصال به کیتین و سایر های نواحی حفظشباهت
 هایهای اتصال به کربوهیدرات ضرورت حضور اسیدآمینهدمین

وجود مکانیزم مشابهی در اتصال آروماتیک در دمین و همچنین 
گلیکانازها به سوبسترای مربوطه تأیید شده  -β-4 ،6 هایآنزیم
توان نتیجه گرفت که افزایش فعالیت . از این رو می[34]است 

ناشی از افزایش شارژ و افزایش  DrsB1 (CBD)-2پپتید 
واسطة اتصال به پپتیدوگلیکان دیوارة به DrsB1تراکم پپتید 

2. erwinia carotovora 
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 ها باشد. کتریسلولی با
فعالیت  DrsB1 (CBD)-2در مطالعة حاضر، پپتید 

های گرم مثبت نسبت به ضدمیکروبی مؤثرتری علیه باکتری
(. 6ـ6، جدول 3های گرم منفی از خود نشان داد )شکل باکتری

های گرم در باکتری DrsB1 (CBD)-2عملکرد بهتر پپتید 
فی، ای گرم منهمثبت ممکن است به این دلیل باشد که باکتری

ک بر لایة پپتیدوگلیکان یهای گرم مثبت، علاوهبرخلاف باکتری
لایه غشای خارجی در دیوارة سلولی خود دارند. سطح 

های موجود در فضای هیدروفیلیک این لایه و همچنین آنزیم
پلاسمیک دو غشای مانعی درمقابل عوامل ضدمیکروبی پری

ضدمیکروبی  . همچنین پپتیدهای[30]شوند محسوب می
اسید  های گرم مثبت با اتصال بهکاتیونی در مقابله با باکتریپلی

تیکوئیک دیواره و اسید لیپوتیکوئیک و تشکیل یک راهنمای 
آنیونی، نفوذ و ورود پپتید به غشای سیتوپلاسمی را بدون پلی

 .[36]کنند دپولاریزه کردن آن تسهیل می
ت توان درجهمیطور کلی از سیستم کشت ریشة موئین به

های ضدمیکروبی، ارزیابی بیان و فعالیت آن تولید پپتید
هزینه و کارآمد استفاده کرد. این صورت سریع، ساده، کمبه

موضوع امکان تجزیه و تحلیل ساختاری و عملکردی 
با توجه به شواهد  .[3]سازد های نوترکیب را فراهم میپروتئین

 DrsB1 (CBD)-2حاصل از این مطالعه، از پپتید نوترکیب 
زای انسانی استفاده کرد و با های بیماریتوان علیه باکتریمی

ان یک عنوتوان آن را بهتوجه به عملکرد گزینشی این پپتید می
 .کار بستبیوتیکی بهمدل مولکولی در طراحی داروهای آنتی
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Abstract 

New and effective antimicrobial agents are inevitable because of the 

increased use of antibiotics and spread of microbial resistance. The 

expression of antimicrobial peptides that are part of the inherent immune 

system of all organisms, is a novel approach of confronting a wide range 

of pathogens. Among the wide range of antimicrobial peptides, 

Dermaseptin B1 is a potent cationic peptide with strong antimicrobial 

activity. In this study, Dermaseptin B1 (DrsB1) coding sequence from 

Phyllomedusa bicolor frogs was fused to a tandem repeat of a chitin-

binding domain (CBD) from Cladosporium fulvum Avr4 effector protein 

and expressed in tobacco Hairy Roots (HRs). The expression of 

recombinant (CBD) 2-DrsB1 peptide was confirmed, using molecular 

methods and its antimicrobial activity was evaluated against Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus 

faecalis and Bacillus subtilis bacteria. The results of antimicrobial 

activity analysis demonstrated that the recombinant protein had a 

significant (P <0.05) effect on pathogenic bacteria growth. The Minimal 

Inhibitory Concentration (MIC) of recombinant peptide revealed that 

more than two-fold concentration of recombinant peptide was needed to 

control gram-negative bacteria in comparison to that of gram-positive 

bacteria. It is evident from the results of this study that the expression 

and production of a recombinant (CBD)2-DrsB1 peptide in tobacco 

hairy roots can be used as an approach to produce new antimicrobial 

agents.   
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