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  مقدمه
 چندگانـهيي كه داراي مقاومـت هاكروبيمظهور 
 يتوسعه منظوربه، زنگ خطري را باشنديمبه دارو 
اسـت  درآوردهجديد بـه صـدا  ضدميكروبيعوامل 

ــن )1( ــامقاومت. از اي ــهي ه ــوانيم چندگان ــه  ت ب
و  )2(هــا و پليين هــاآزولمقاومــت مخمــر بــه 

ـــــامقاومت ـــــوسي ه ـــــتافيلوكوكوس اورئ ، اس
هــا بــه بتالاكتام كــولي اشريشــيا ها وانتروكوكســي
ي هاشـركت. بـا توجـه بـه تمايـل )3(اشاره نمـود 

تعداد  ،سودآورتري هاعرصهبه حضور در  داروسازي
ي هاشـركتكـه در خـط توليـد  هاييبيوتيكآنتي

ي رو به كـاهش را اهيرو، باشنديمبزرگ  داروسازي
اخير يكي  هايسال.  فلذا در )1(اتخاذ نموده است 

ــرينبزرگاز  ــافتن مــوادي هــاچالش ت ــه، ي  عنوانب
ــوده كــه امكــان اســتفاده از آن در  بيوتيــكآنتي ب

پزشكي مقدور بوده و در منابع زيستي طبيعي پيدا 
ــوند  ــف )4(ش ــان كش ــه. از زم ــپپت ياولي ي دهاي

 (Antimicrobial Peptides-AMPs) ضـدميكروبي
 دهايپپت، اين 1980در حشرات و جانوران در سال 

امـروزي  هـايبيوتيكآنتيمنـادي تغييـر  عنوانبه
ــه ــرار  موردتوج ــدگرفتهق ــت ان ــر طبيع . در سراس

جزئي كليـدي در سيسـتم  ضدميكروبيي دهايپپت
. ايـن شـونديممحسـوب  هاسـميارگانايمني ذاتي 

داراي طيفي گسترده بر ضـد  ولطورمعمبه دهايپپت
بوده و حتـي در بعضـي مـوارد  هاقارچو  هايباكتر

، دارپوشــينهي هــاروسيو، هــاآنطيــف كشــندگي 
 گيرندبرميي سرطاني را در هاسلولو حتي  هاانگل

 دهايـپپتمولد  طورمعمولبهي ارشتهي هاقارچ. )1(
 باشـنديم ضـدميكروبييي با فعاليـت هانيپروتئو 
يي از دهايپپت. تاكنون مطالعات بسياري بر روي )5(

   . رانيا تهران، ،)ع( نيحس امام جامع دانشگاه يمولكول يسلول علوم ارشد يكارشناس يدانشجو: يزمان احسان
  . رانيا تهران، ،)ع( نيحس امام جامع دانشگاه ه،يپا علوم دانشكده ،يستيز علوم گروه ،يشناس سم متخصص و ارياستاد: زرگان ليجم
). مســئول ســندهينو(* رانيــا تهــران، ،)ع( نيحســ امــام جــامع دانشــگاه ه،يــپا علــوم دانشــكده ،يســتيز علــوم گــروه ،يمولكــول كيــژنت متخصــص و اريدانشــ: يهنــر نيحســ* 

honari.hosein@gmail.com  

 در Aspergillus clavatus قارچ از AcAMP ديپپت مولد ژن انيب و يساز همسانه
 يسورموش در آن يباديآنتتريتيبررسوE. coliيباكتر

  چكيده
يكـي از  AcAMP. پپتيد ضد ميكروبي اندگرفتههاي امروزي مورد توجه قرار بيوتيكي ضد ميكروبي به عنوان منادي تغيير آنتي دهايپپت :هدف و زمينه

تخليص و خواص بيوشيميايي آن بررسي گرديده و مشخص شد كه اين پپتيد داراي  ES1 Aspergillus clavatusي ارشتهاين موارد بوده كه از قارچ 
  .باشديمو بررسي تيتر آنتي بادي آن در موش  E. coliدر باكتري  AcAMPپپتيد  . هدف اين مطالعه، بيان ژن مولدباشديمخواص منحصر بفردي 

تكثير و ، PCR با استفاده از pUC57از پلاسميد  SalI و BamHIي آنزيمي هاگاهيجابا  AcAMP: در اين مطالعه تجربي ژن مولد پپتيد روش كار
بـا  AcAMPتراريخت شد. بيان پـروتئين نوتركيـب  BL21(DE3)سويه  ي و به باكتري اشريشيا كولي  سازهمسانه (+)pET28aدر وكتور بياني 

IPTG و به وسيله كروماتوگرافي تمايلي نيكل تخليص گرديد. به منظور تأييد پروتئين نوتركيب  القاءwestern blotting بـه هـا انجـام گرفـت. موش
  .مورد سنجش قرار گرفت ELISAسرم به روش  IgG يترو ت شدند با پروتئين تخليص شده ايمن صفاقيصورت 
كيلودالتوني توليد شده  9و توالي يابي تائيد گرديد. پروتئين نوتركيب  PCRبه وسيله واكنش  (+)pET28aوكتور بياني  دري سازهمسانه: عمل هايافته

ي رونـد افزايشـي  دهندهليد آنتي بادي با استفاره از الايزا غير مستقيم نشان ييد قرار گرفت. روند توتأي وسترن مورد گذارلكهو  SDS-PAGEبه وسيله 
  باشد.يمپس از تزريق چهارم  مخصوصاًآنتي بادي 

ميكروبي اعم از بررسي عملكرد ضد ميكروبـي ضد  يقاتتحق در توانيمنوتركيب تخليص شده و آنتي بادي توليد شده  AcAMP: از پپتيد نتيجه گيري
  استفاده نمود. نوتركيب و شناسايي پپتيد در كاربرد هاي مختلفپپتيد 

  
 ، موش آزمايشگاهي، تيتر آنتي باديAcAMPي ضد ميكروبي، پپتيد دهايپپت، آسپرژيلوس كلواتوسقارچ  :هاكليدواژه

  22/3/97  تاريخ پذيرش:   19/1/97 تاريخ دريافت:
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ي متنـوعي هاسـميمكاناين قبيل صورت گرفتـه و 
 !1Errorجـدول مطرح گرديده است ( هاآنبراي 

Reference source not found. دهايـپپت). ايـن 
داراي بار مثبت بوده و پيشنهاد شده است كه با بار 

و  دهايـپيلمنفي تركيبات غشاي پلاسـمايي ماننـد 
انتخابي  نفوذپذيريبرهمكنش و موجب  هانيپروتئ

غشاء شده و پـس از آن منافـذ انتقـالي را تشـكيل 
، پپتيد وارد سـلول نفوذپذيري. در پي اين دهنديم

افـزايش  ي بعـدي ماننـدنـدهايفرآشده و موجـب 
. مكانيسـم )7 و6( گردنـديمسطح اكسيژن فعـال 

مطرح شده اسـت،  AFPپيشنهادي كه براي پپتيد 
مبين مهار ساخت ديواره سلولي از طريـق تـداخل 

پـي آن  در عمل آنزيم كيتين سـنتاز بـوده كـه در
ديواره سلولي ناپايـدار شـده و رشـد قـارچ متوقـف 

پپتيـد ديگـري از ايـن  PAF. پپتيـد )8( گردديم
 Penicilliumكــه از قــارچ  باشــدميخــانواده 

chrysogenum   هايبررسـيو  )9(جداسازي شده 
مختلفي مانند بررسي سـميت سـلولي آن بـر روي 

و كـاربرد دارويـي آن  )10(پسـتانداران  هايسلول
براي مقابله با آسـپرژيلوزيس مهـاجم ريـوي مـورد 

آقاي  2010. در سال )11(بررسي قرار گرفته است 
Mohamed Hajji  ــه تخلــيص و بررســي موفــق ب
موسـوم بـه   ضدميكروبيپپتيد  خواص بيوشيميايي

AcAMP ـــارچ  ES1 Aspergillus clavatusاز ق
گرديد. خصوصيات منحصر بفرد اين پپتيـد ماننـد 

گسترده،  ضدميكروبيپايداري در دماي بالا و طيف 
كانديدي مناسب  عنوانبهموجب شده تا اين پپتيد 

. با )12(براي مقابله با عوامل ميكروبي مطرح گردد 
شناسايي و تخليص طبيعي ، هايژگيوتوجه به اين 

اين پپتيد در قارچ بومي ايران و همچنين شناسايي 

ــد در  ــن پپتي ــاپژوهشاي ــولي ه ــهيي مولك  ازجمل
نيـازي ضـروري  ،ي عملكرديهاسميمكانشناسايي 

براي استفاده كـاربردي ايـن پپتيـد اسـت. بـديهي 
شناســايي پپتيــد بــا اســتفاده  منظوربــهاســت كــه 

ــــزا و هــــاكيتكن ــــك ماننــــد الاي ي ايمونولوژي
ايمونوبلاتينــگ، آنتــي بــادي پلــي كلونــال، جزئــي 

. هدف از ايـن )13( باشديمضروري در اين پروسه 
پــژوهش همســانه ســازي و بيــان ژن مولــد پپتيــد 

، اشريشيا كـولي در باكتري AcAMP ضدميكروبي
بادي و تائيد آنتـي بـادي و بررسي روند توليد آنتي

  كه با موفقيت صورت پذيرفت. باشديمتوليد شده 
  

 كار  روش
  باشد.مطالعه از نوع تجربي مي

: pET28a-acampساخت و تراريخت سازه ژنـي 
 Aspergillus قـــارچ acampژن  تـــوالي كامـــل

clavatus  از بانك ژنNCBI )شماره باGenBank: 
GU390689.11ــا در نظــر  ) اســتخراج ــد و ب گردي

 SalIو  BamHIي بـرش آنزيمـي هاگاهيجاگرفتن 
سـنتز بـه شـركت سـينا  جهت pUC57 در وكتور

 كلون سفارش داده شد.
 α5HD سـويه اشريشيا كـولي هاي مستعدسلول

براساس پروتكل استاندارد روش كلريد كلسيم تهيه 
ي هاسـلولبا روش شـوك حرارتـي بـه و پلاسميد 

  .)14( مستعد تراريخت شد
فته تكثير ژن، طراحي پرايمر صورت گر رمنظوبه 

و جهت سنتز به شركت سينا كلـون سـفارش داده 
  ).2جدول شد (

ي پليمـراز، قطعـه ارهيـزنجپس از انجام واكـنش 
مـورد  SalI و BamHIي هاميآنزژني با استفاده از 

از روي  تيمار آنزيمي قرار گرفته و محصولات برش
ــا اســتفاده از كيــت تخلــيص  ، خــالص DNAژل ب

 (+)pET-28aبرش آنزيمي وكتور بياني سازي شد. 
و  BamHΙي هاميآنزهمسانه سازي با  منظوربهنيز 

يارشتهيهاقارچي جداسازي شده ازدهايپپت -1جدول 
 پپتيد قارچ مولد  منبع

]33[  Neosartorya fischeri NFAP 
]34[  Penicillium chrysogenum PAF 
]35[  Penicillium chrysogenum PgAFP 
]36[  Penicillium nalgiovense NAF 
]37[  Aspergillus niger AnAFP 
]4[  Aspergillus clavatus AcAFP
]12[  Aspergillus clavatus AcAMP
]38[  Aspergillus giganteus AFP
]39[  Fusarium spp FPAP

 acampتوالي مشخصات پرايمر هاي طراحي شده براي تكثير ژن  -2جدول 
تعداد  توالي  نوع پرايمر

  نوكلئوتيد
Tm 

)°C( 

Forward ACCTCGCGAATGCATCTAG 19  56,5 
Reverse ATTACGCCAAGCTTGCATG 19  56,1 
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SalΙ  صورت پذيرفت. پس از هضم آنزيمي، وكتـور
pET-28a(+)  ،برش خورده نيز با استفاده از كيـت

  .)14( از روي ژل آگارز خالص سازي شد
 22سـاعت در دمـاي  1واكنش الحاق بـه مـدت 
 4ساعت در دمـاي  15 درجه سانتي گراد و بمدت

 T4 DNA Ligaseدرجه سانتي گراد توسط آنـزيم 
شركت فرمنتاز صورت گرفت. محصـول الحـاق، بـا 

ــه  ــي ب ــلولروش شــوك حرارت ــلولي هاس ي هاس
اشريشـيا  مستعد (تهيه شـده بـه روش شـيميايي)

ــولي ــويه  ك ــده و  DE3 BL21س ــت گردي تراريخ
ي بيـوتيكآنتيي نوتركيب بـا غربـال گـري هايكلن

كانامايسين جدا شـدند و حضـور پلاسـميد حـاوي 
acamp  با استفاده ازPCR  و توالي يابي ژني، مورد

  )14(قرار گرفت  دييتأ
بيـان ژن  منظوربه :ژن مولد پپتيد نوتركيببيان 
acamp  ــاكلوني  شــبانهاز كشــت ي تراريخــت ه

كشت شبانه صورت پذيرفته و سپس كشت شـبانه 
ــه  ــر 100ب ــي ليت ــايع LBمحــيط  ميل ــاوي  م ح

 طـول در ODرسـيدن  از پس و كانامايسين تلقيح
ماده القا كننـده پرومـوتر  0,8به نانومتر  600موج 

)IPTG ميلي مـولار بـه  1) فرمنتاز با غلظت نهايي
 4محيط كشت افزوده شد. كشت حاصل، به مـدت 

 منظوربـهدرجه سـانتي گـراد  37ساعت در دماي 
. )14 و13(توليد پـروتئين نوتركيـب قـرار گرفـت 

آوري شـده در مرحلـه هاي باكتريـايي جمـعسلول
مـولار  8فوق به روش دناتوره با به كار گيـري اوره 

 5تيمار شدند. به اين صورت كه به رسوب باكتري، 
مـولار  8ميلي ليتـر محلـول داراي اوره بـا غلظـت 

افزوده شده و پس از همگن سازي، ديواره سلولي با 
سـپس بـه كـارگيري سونيكاسـيون شكسـته شـد. 

دور  14000دقيقه با سـرعت   20ها به مدت نمونه

در دقيقــه ســانتريفيوژ شــدند و محلــول رويــي بــا 
نسبت يك (بافر نمونـه) بـه پـنج (نمونـه) بـا بـافر 

مخلوط و  x5) داراي غلظت Sample bufferنمونه(
گراد درجه سـانتي 100دقيقه در دماي  5به مدت 

شــده هاي تيمــار جوشــانده شــد. در نهايــت نمونــه
درصد از  SDS-PAGE (15(توسط ژل الكتروفورز 

  .)15( نوتركيب بررسي شدند نيپروتئلحاظ بيان 
ي بيـان  مشاهدهپس از  :تخليص پپتيد نوتركيب

ـــتون  ـــتفاده از س ـــا اس ـــب، ب ـــروتئين نوتركي پ
 )Qiagen(شركت  Ni-NATكروماتوگرافي تمايلي 

ــيب  ــاتوره اوره داراي ش ــري روش دن ــار گي ــا بك ب
كاهشي اسيديته اقدام به خـالص سـازي پـروتئين 

ميلـي مـولار  20نوتركيب شد و در انتها از محلول 
MES آماده سازي سـتون بـراي اسـتفاده منظوربه 

بعدي استفاده شد. غلظت پروتئين خالص شـده بـا 
 BSAكمك روش ميكرو بردفورد با به كـار گيـري 

  استاندارد تعيين گرديد. نوانعبه
تزريق پپتيد نوتركيب به موش سوري و بررسـي 

بـادي  توليـد آنتـي منظوربه: روند توليد آنتي بادي
ا بـپلي كلونال، با توجه به رعايت اصول اخلاقي كار 

د عـد 4تسـت و  عنوانبهعدد موش  5حيوانات، از 
مـوش،  نمونه كنترل استفاده شد. براي هر عنوانبه

ــا م 20 ــروتئين تخلــيص شــده ب  PBSيكروگــرم پ
رسانده شد. جهت  ميكروليتر 100استريل به حجم 

بـراي تزريـق، هـم حجـم آن  هانمونهآماده سازي 
ادجوانت روغن در آب اضافه گرديد (حجـم نهـايي 

ميكروليتر براي هر سر موش) وپس از همگن  200
ســازي محتويــات، بــه صــورت داخــل صــفاقي بــه 

 نوبت تزريق و پس از هر تزريـق (بـه 4در  هاموش
ادي بـبررسي ميزان آنتـي  منظوربهجز تزريق اول) 

 3جدول توليدي، خون گيري صورت پذيرفت (

  تزريقات و خونگيري ◌ٔ نحوهبرنامه زماني و  -3جدول 
  همراه  / موش Agمقدار  روز شماره تزريق/خون گيري

  ادجوانت روغن در آب ميكروگرم20 1 اول تزريق
  ادجوانت روغن در آب  ميكروگرم20 14 تزريق دوم

  ***  *** 21 خونگيري اول
  ادجوانت روغن در آب  ميكروگرم20 28 تزريق سوم

  ***  *** 35 خون گيري دوم
  ادجوانت روغن در آب ميكروگرم20 42 تزريق چهارم

  *** *** 49 خون گيري سوم
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/  Agمقدار   روز  شماره تزريق/خون گيري
  موش

 همراه

ادجوانت روغن درميكروگرم20  1  اول تزريق
  آب

ادجوانت روغن در ميكروگرم20  14  تزريق دوم
  آب

 *** ***  21  خونگيري اول
ادجوانت روغن در ميكروگرم20  28  تزريق سوم

  آب
 *** ***  35  خون گيري دوم
ادجوانت روغن درميكروگرم20  42  تزريق چهارم

  آب
 ******  49  خون گيري سوم

  .)17 و16() 
بررسـي  منظوربـه: بررسي روند توليد آنتي بـادي

 روند توليد آنتي بادي از الايزا غير مستقيم، همـان
گفته شده است، استفاده شد.  )17(طور كه توسط 

ن ميكروگــرم پــروتئي 2,5مختصــر، مقــدار  طوربــه
ـــول در  ـــب محل ـــافر  100نوتركي ـــر ب ميكروليت

ــگ( ــك از Cotting Bufferكوتين ــر ي ــل ه ) داخ
ي الايزا ريخته شد. سپس ميكروپليت بـه هاچاهك

درجه قرارداده شد. پس  4 يدمامدت يك شب در 
ـــاچاهكاز آن  ـــافر  ه ـــا ب -PBST )Phosphateب

Buffered Saline-Tween .منظوربه) شستشو شد 
ي خالي چاهـك از محلـول اهقسمتمسدود سازي 

 200بــه حجــم  PBSTدرصــد شــير خشــك در  5
ميكرو ليتر در چاهـك و گرماگـذاري در انكوبـاتور 

سـاعت اسـتفاده  1درجه داراي شيكر به مدت  37
 100ميكروليتــر در  1شــد. ســريال رقــت ســرم از 

در چاهــك اول شــروع شــد و  PBSTميكــرو ليتــر 
اهـك مرحلـه ادامـه يافـت، بـه چ 6تيتراسيون تـا 

 و PBST ميكروليتـر 100كنترل حاوي آنتـي ژن، 
ــادي،  ــي ب ــاوي آنت ــرل ح ــك كنت ــه چاه  100ب

ميكروليتر از سرم با رقت چاهك اول افـزوده شـد. 
سـاعت در شـيكر  1سپس، ميكروپليـت بـه مـدت 

درجه سانتي گراد انكوبه شد. كانژوگه  37انكوباتور 
 عنوانبـه PBSTمحلول در  1:2500رقت موشي با 

آنتي بادي ثانويه مورد استفاده قرار گرفته و در هر 
ميكروليتر بارگـذاري گرديـد. سـپس  100چاهك 

 1درجه سانتي گراد به مدت  37پليت در انكوباتور 
محلـول در  OPDي  مـادهساعت انكوبه گرديد. از 

ماده رنگ زا اسـتفاده شـده و  عنوانبهبافر سيترات 

ري شـد. بـه ميكرو ليتر بارگـذا 100در هر چاهك 
ي كنترل، واكنش بـا هانمونهمحض ظهور رنگ در 

مولار متوقف و جـذب نـوري  2,5اسيد سولفوريك 
  نانومتر خوانده شد. 492در طول موج  هاچاهك

آنتي بادي توليد شـده بـا اسـتفاده از لكـه  دييتأ
ادي توليـد آنتـي بـ دييـتأ منظوربه: گذاري وسترن

توســـط پپتيـــد نوتركيـــب، از تكنيـــك وســـترن 
) استفاده شـد. بلاتينـگ Western Blottingبلات(

 10انجــام شــد. PVDFكاغــذ ، روي هانمونــه
ميكروگرم از پـروتئين در الكتروفـورز پلـي آكريـل 

بارگذاري شده و ژل اجرا شد. از محلول  %15آميد 
ميلـي  192ميلي مولار، گليسين  25شامل تريس 

سـتفاده ابافر بلاتينـگ  منظوربه 20مولار و اتانول 
 2به مدت  200ثابت  آمپرشد. فرآيند بلاتينگ در 

ي هـاگاهيجاپركـردن  منظوربـهساعت انجـام شـد. 
خالي كاغذ، پس از اتمام عمل بلاتينـگ بـه مـدت 

 PBSTدرصد شيرخشك در  5يك شب در محلول 
ذ بـا درجه سانتي گـراد نگـه داري شـد. كاغـ 4در 

ي پلـي كلونـال حاصـل از خـونگيري هايبادآنتي 
درجه سانتي گراد به  37در  1:1000 رقتنهايي با 

ساعت گرماگذاري شد. كونژوگه موشـي بـا  1مدت 
بعنوان آنتي بـادي ثانويـه تشـخيص  1:2500رقت 

دهنده بكار رفت. همانند مرحله قبـل گرماگـذاري 
 PVDFانجام شد. در حدفاصل تمامي مراحل كاغذ 

دقيقـه  10بـه مـدت  PBSTسه مرتبه با محلـول 
شستوشــو داده شــد. نهايتــاً، كاغــذ نيتروســلولز در 

ــــــگ زاي  ــــــول سوبســــــتراي رن  DABمحل
)Diaminobenzidine) (60  ــرم در ــي گ  100ميل

برابـر  pHميلي مـولار بـا  50ميلي ليتر بافر تريس 
ي ) تا ظهور باند پروتئيني، قـرار داده شـد. بـرا7,8

 .)18(آب مقطر اضافه شد توقف واكنش، 
از  بررسـي نتـايج حاصـل منظوربـه: آناليز آماري

 الايزا، از آنواي يك طرفه براي انـدازه گيـري هـاي
 عنوانبــه >P 05/0مكــرر اســتفاده شــده و ميــزان 

 منظوربـهسطح معني دار بودن در نظر گرفته شد. 
 Rانجام محاسبات از بسته هاي نـرم افـزار آمـاري 

ــا رابــط كــاربري )19( 3,4,1نســخه   R Studio ب
  استفاده شد. 1,1,423نسخه 

  
  هايافته 
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همسـانه سـازي،  منظوربه: ساخت سازه ژني 
 از وكتــور جفــت بــاز) acamp )159قطعــه ژنــي 

pUC57  بوسيله دستگاهPCR  تكثير و مورد هضـم
قرار گرفت. همان طور كه در تصوير دوگانه آنزيمي 

درصـد نبـوده و  100مشخص است بازدهي بـرش 
همچنان قسمتي از آن برش نخـورده بـاقي مانـده 

 (+)pET-28a يانيـبالف). وكتـور  -1شكل است (
 -3 شـكل( خالص سـازي شـدبعد از برش آنزيمي 

  .ب)
ــراي  ــتأب ــه  PCRهمســانه ســازي از روش  ديي ب

وسيله پرايمر هاي عمومي و تـوالي يـابي اسـتفاده 
ــد.  ــر ژن ش ــس از تكثي ــه روش  acampپ ، PCRب

ــرار 2محصــول روي ژل  ــابي ق ــورد ارزي ــارز م % آگ

جفت باز) از لحـاظ  230نظر (گرفت و قطعه مورد 
 ).2شكل داشت (اندازه با ژن هدف ما همخواني 

بــراي بررســي بيــان ژن  :بيــان پپتيــد نوتركيــب
acamp  در وكتـــورpET28a(+)  پـــس از كشـــت
بيان ژن صورت پذيرفت و  IPTGو القاء با  هاسلول

 SDS-PAGE 15پــس از تيمــار خــام بــرروي ژل 
). با توجـه 3شكل ( درصد مورد بررسي قرار گرفت

 9به شكل باند پروتئينـي مـورد نظـر در محـدوده 
  

  آماده سازي قطعات به منظور الحاق -3 شكل
و برش آنزيمي آن بـر روي  pUC57از وكتور  acampتكثير قطعه ژني الف ( 

: مـاركر 2قطعه ژني. چاهـك  PCR: محصول 1الف) چاهك   درصد. 2ژل آگارز 
DNA #SM0323 برش آنزيمـي محصـول 3. چاهك :PCR(الكتروفـورز . ب 
يمي آنزهضم  واكنش الكتروفورز -(+)pET-28aهضم دوگانه پلاسميد  واكنش
اسـيد نوكلئيـك  مـاركر :1 چاهـكدرصد.  1ي ژل آگارز روبر  pET28aوكتور 

#SM0311 يد برش خوردهپلاسم: 2، چاهك  

 
  -(+)pET-28a سازي ژن هدف درتأييد زيرهمسانه -4 شكل

. pET28a-acampقطعـه ژنـي  PCR: محصـول 1از راست به چپ: چاهك  
  SM0323# جفت بازي DNA  100نشانگر : 2 چاهك

 
منظور بررسـي بيـان بـه SDS-PAGEالكتروفـورز روي ژل  -1 شكل 

  نوتركيبپروتئين 
هـايي كـه يباكتر: محتوي پروتئيني 2، رديف 310003 : ماركر پروتئيني1رديف 

 IPTGنانومتر با مـاده  600ج در طول مو 6/0به  آنهاپس از رسيدن جذب نوري 
ها پـس از يباكتركنترل منفي كه در آن  :3). رديف B(بافر ليزكننده اند شدهالقا 

د انالقا نشـده IPTGبا ماده  نانومتر 600 جدر طول مو 6/0رسيدن جذب نوري به 
 ).B(بافر ليزكننده 

 
با استفاده از سـتون  AcAMPخالص سازي پپتيد نوتركيبب  -2 شكل 
  نيكل

مـولار  8: محلول اوره 3ستون . flow: محلول 2: پروتئين كرود. ستون 1ستون 
 8محلـول اوره  5. سـتون:pH 5,9مولار بـا  8: محلول اوره 4ستون . pH 6,3با 

: بـافر 7ميلي مـولار. سـتون  250: محلول ايميدازول 6ستون . pH 4,5مولار با 
MES 20  .ماركر پروتئيني8ستون ميلي مولار :  
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 .كيلو دالتون مشاهده شد
خـالص سـازي  منظوربه :نوتركيب تخليص پپتيد

پپتيــد نوتركيــب از ســتون كرومــاتوگرافي تمــايلي 
 8ي اوره هـامحلولنيكل استفاده شد و سـتون بـا 

مــولار كــه داراي شــيب اســيديته افزايشــي بودنــد 
شسـو شـوي  منظوربـهشست و شو شـد. در انتهـا 

ي هااستفادهكامل ستون و آماده سازي ستون براي 
 250محلول ايميدازول با غلظت بعدي به ترتيب از 

ميلـي  20با غلظت  MESو بافر  pH 8ميلي مولار 
  )2 شكل مولار استفاده شد (

ارزيـابي  منظوربـه: بررسي روند توليد آنتي بادي
آنتي بادي توليد شده از روش الايزاي غير مستقيم 

بـه (استفاده شد. يك هفتـه بعـد از هربـار تزريـق 
ي تسـت و شـاهد هـاموشاستثناي تزريق اول) از 

خونگيري به عمل آمـد و بعـد از جداسـازي سـرم 
و  heatmap، آزمايش الايزا انجام شد. نمـودار هاآن

نشـان  1نمـودار نمودار خطي تيتر آنتي بـادي در 
داده شده است. تحليل آماري نتايج، فرض يكسـان 
بودن تيتر آنتي بادي در نمونه گيري ها را رد كرده 

ــد افزاي ــادي و تولي ــي ب را  )=P 0.00148(شــي آنت
  تاييد مي نمايد.

آنتي بادي توليد شـده بـا اسـتفاده از لكـه  دييتأ
ادي نهـايي آنتـي بـ دييتأ منظوربه: گذاري وسترن

توليد شده از لكه گذاري وسـترن اسـتفاده شـده و 
  .)5 شكل( قرار گرفت دييتأتوليد آنتي بادي مورد 

 
  گيريبحث و نتيجه

ــر در ســال ــامقاومتهاي اخي ــه ه ــي ب ي ميكروب
ي انسـاني  جامعـهچالشي بزرگ و تهديـدي بـراي 

تبديل شده فلذا توجه بسـياري از پـژوهش هـا بـه 
معطـوف  ضـدميكروبيموادي بـا فعاليـت  يتوسعه

يي با فعاليت دهايپپتدر اين ميان  .)20(شده است 
ي را اژهيـوضد سرطاني توجـه  بعضاًو  ضدميكروبي

به خود جلب نموده و اين اميـد وجـود دارد تـا بـا 

 
نمـودار خطـي توليـد آنتـي بـادي در مـوش  -2توليـد آنتـي بـادي  heatmapنمـودار  -1بررسي روند توليد آنتي بادي. از راست به چپ به ترتيـب  -1نمودار 

 آزمايشگاهي

  
) بـاكتري 1لكه گذاري وسترن.  تائيد آنتي بادي توليد شده با -5 شكل

  ) ماركر پروتئينيIPTG 3) نمونه القا شده با IPTG 2القا نشده با 
 



 
 
 

 

   ...يباكتر در Aspergillus clavatus قارچازAcAMPديپپتمولدژنانيبويسازهمسانه                                

http://rjms.iums.ac.ir                                                                 1397 مرداد ،170، شماره 25دوره   پزشكي رازيمجله علوم

15

ي ميكروبي و شايد هامقاومتبتوان با  هاآنتكيه بر 
. توليـد نوتركيـب ايـن )21(سرطان مقابلـه نمـود 

، به علت كوچك بـودن ژن، سـميت بـراي دهايپپت
حضور كدون هاي كمياب همواره بـا  بعضاًميزبان و 

ــاچالش ــه ــل يي رو ب ــين دلي ــه هم ــوده و ب رو ب
ي مختلفــي ماننــد امتــزاج آن بــه هاياســتراتژ

 در حامل بياني (Thioredoxin- Trx) تيوردوكسين
pET32  كــه بــراي بيــان بســياري از پپتيــد هــاي

و يا نـامحلول  ،)22(استفاده مي شود  ضدميكروبي
سازي پپتيد با استفاده از امتزاج آن به كتوستروئيد 

در حامل  (Ketostroid isomerase-KSI)ايزومراز 
بـه همـان شـكلي كـه بـراي توليـد  pET31بياني 

.  )23( ) استفاده شـدcecropinنوتركيب سكروپين(
تـا  شـوديمبه كار گرفته  هاآنبراي بيان نوتركيب 

يان بر اساس هدف پروژه، پپتيد به شكلي مطلوب ب
ي هيسـتيدين،  دنبالهشود. با توجه به كوتاه بودن 

عدم نيـاز بـه جداسـازي  بعضاًايمني زايي پايين و 
، اين pET28aي هيستيدين در حامل بياني  دنباله
براي بيان انتخاب گرديده و پپتيد نوتركيـب  حامل

AcAMP  با موفقيت درون حامـل بيـانيpET28a 
ژني با استفاده در ابتدا سعي شد تا قطعه  بيان شد.

از هضم آنزيمي دوگانه جداسازي شـده و همسـانه 
سازي صورت پذيرد اما به علت كوچك بودن اندازه 

ــودن  159قطعــه ( ــاز) و همچنــين كــم ب جفــت ب
بازدهي برش، اين عمل ميسر نشد به همين دليـل 

تكثير و همسانه سازي  PCRبا به كار گيري  قطعه
علـت  بـه اشريشيا كـولي  يباكترصورت پذيرفت. 

سادگي نسـبي، ارزان قيمـت بـودن، تـركم بـالاي 
، در بسـياري از اششـدهكشت و ژنتيـك شـناخته 

توليد پـروتئين نوتركيـب مـورد  منظوربهمطالعات 
تنـوع پلاسـميد  مخصوصـاً. رديـگيماستفاده قـرار 

ي جهـش يافتـه، موجبـات هاهيسـوهاي موجود و 
فـراهم پيشرفت در توانايي بيان با ايـن بـاكتري را 

اين باكتري در اكثـر مواقـع  نموده و باعث شده كه
. )24(براي توليد پروتئين نوتركيب انتخـاب گـردد 

ــي  ــد طبيع ــميت پپتي ــاكي از س ــا  ح ــزارش ه گ
AcAMP  اشريشـيا كـولي ازجملهبراي باكتري ها  

ي بيـان  پروسـهبا ايـن وجـود در  )12(مي باشند 
اشريشـيا پپتيدي نوتركيب تداخل و سميتي براي  

ديـده نشـد كـه احتمـالاً بـه علـت تشـكيل  كولي

همچنين با توجـه  )25( باشدمياينكلوژن بادي ها 
به ناشناخته بودن مكانيسم سميت آن اين احتمال 
وجود دارد كه سميت آن از طريـق خـارج سـلولي 

 در . بيـان پـروتئين نوتركيـب )26(اعمال مي شود 
ابزاري كـاربردي و مسـتمر  عنوانبه اشريشيا كولي

ي موجودات هاژني كه توسط هانيپروتئدر توليد 
محسوب گرديده  شوديمي مختلف كد هاسلسلهاز 

و به همين علـت ايـن سيسـتم بيـاني در راسـتاي 
 طوربـهتوليد آنتـي بـادي  منظوربهتوليد آنتي ژن 

. هدف اصـلي ايـن )27(گسترده مطالعه شده است 
 عنوانبـه AcAMPپژوهش توليد نوتركيب پپتيـد 

ــراي آن  ــادي ب ــي ب ــد آنت ــي ژن و تولي ــع آنت منب
؛ با اين حال ايمني زايي پايين ايـن پپتيـد باشدمي

يافته اي جانبي، جالب توجه و  عنوانبهرا مي توان 
اهميت در نظر گرفت كـه زمينـه را بـراي بسيار پر 
آتي ماننـد اثـر توليـد پـادتن بـر ضـد  هايبررسي

) فــراهم نمايــد. همــان Antidrug antibodyدارو(
، ديفنسين جداشـده از plectasinگونه كه در مورد 

ايــن تــداخل   Pseudoplectania nigrellaقــارچ 
بررسي و نتايج جالب توجهي را بـه همـراه داشـته 

اين يافته منطبق بر گزارش هاي  ديگر  .)28(است 
يين بـودن ايمنـي زايـي پپتيـد هـاي مبني بـر پـا

. بررسي رونـد توليـد آنتـي )29( باشدميميكروبي 
ي توليـد نـاچيز  دهندهبادي پپتيد نوتركيب نشان 

كـه  باشـديمآنتي بادي در تزريقـات دوم و سـوم 
. باشدميبه علت ايمني زايي كم اين پپتيد  احتمالاً

با اين حال افزايش ميزان توليد آنتي بادي پـس از 
. بـا باشـدميتزريق چهارم نكتـه اي حـائز اهميـت 

توجه به اينكه استفاده از ادجوانت و نـوع آن نقـش 
، اسـتفاده از )30(بسزايي در توليد آنتي بادي دارد 

گزينه اي قابـل  عنوانبهساير ادجوانت ها مي تواند 
تغيير براي افزايش يـا كـاهش ميـزان آنتـي بـادي 

اطمينـان بيشـتر از  منظوربـهقرار گيرد.  موردتوجه
آنتي بادي توليد شده، و جلـوگيري از پاسـخ هـاي 

ده و توليد آنتـي كاذب، از لكه گذاري وسترن استفا
ي كاربردهاقرار گرفت. با توجه به  دييتأبادي مورد 

يي از اين قبيل در شناسايي هايبادروز افزون آنتي 
ي مختلف مانند توليد پپتيـد هاپژوهشدر  دهايپپت

ي هاسميمكانو شناسايي  )31(درگياهان تراريخته 
اين اميد وجود دارد تـا  )32( دهايپپتمولكولي اين 
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با اسـتفاده از آنتـي بـادي توليـد شـده بتـوان بـه 
  A.clavatusشناســايي پپتيــد طبيعــي در قــارچ 

بومي ايران پرداخته و مسير همواري براي مطالعات 
بعدي فراهم گردد. همچنين اميـد اسـت كـه ايـن 

در توليد  مؤثرگامي  عنوانبهپژوهش توانسته باشد 
دانش در اين مرز و بوم رسـالت  كاربردي استفادهو 

  خود را به انجام رسانيده باشد.
  
 

  تشكر تقدير و 
پژوهشـگران و كاركنـان  يد،از اسـات يلهوس ينبد

دانشـگاه جـامع امـام  يشناسـ زيست مركز و گروه
و  يعلمـ لحـاظ پـژوهش از ين(ع) كه در اين حس
 .شوديو تشكر م يرنمودند تقد ياريما را  يمال
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Abstract 
Background: Antimicrobial peptides have been considered as the key to change in the 
current antibiotics. AcAMP, Antimicrobial peptide is one of them, which has been purified 
from the Aspergillus clavatus ES1 fungus, and its biochemical properties and characterization 
indicate that this peptide has unique properties. The aim of this study was to express the gene 
of AcAMP peptide in Escherichia coli (E. coli) and investigate its antibody titration in mice. 
Methods: In this experimental study, the AcAMP peptide-producing gene with BamHI and 
SalI enzymes was amplified from pUC57 containing gen using PCR and cloned to pET28a 
expression vector (+) and transformed into E. coli strain BL21 (DE3) in the next step. The 
expression of the AcAMP recombinant protein was induced by IPTG and purified by the 
affinity Ni-NTA chromatography. The recombinant protein was confirmed using Western 
blotting. Mice were intraperitoneally immunized with purified protein, and IgG titration was 
measured by ELISA method. 
Results: The recombinant pET28a (+) expression vector was confirmed by PCR and 
sequencing. The 9 kDa produced protein was confirmed by SDS-PAGE and Western blotting. 
Antibody production process, using indirect ELISA, indicates the increasing trend of 
antibodies titration, especially after the fourth injection. 
Conclusion: Purified recombinant AcAMP peptide and produced antibody can be used in 
antimicrobial research such as antimicrobial activity characterization of recombinant peptide 
and peptide identification in various applications. 
 
Keywords: Aspergillus clavatus, Antimicrobial peptides, AcAMP peptide, Laboratory mice, 
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