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Abstract 

 

Background and purpose: Staphylococcus aureus is an important nosocomial pathogen which 

causes some diseases such as endocarditis, osteomyelitis, pneumonia, toxic shock syndrome, and food 

poisoning. The excessive and inappropriate use of antibiotics in the treatment of these diseases causes 

resistance to many antibiotics. Lysostaphin is an effective agent in the treatment of staphylococcal 

infections. The purpose of this study was to produce recombinant lysostaphin using pBAD cloning system. 

Materials and methods: In first phase, the recombinant plasmid pBAD was built using pBAD/ 

Thio-TOPO system (pBAD). Then, the gene expression of lysostaphin was determined by Reverse 

Transcriptase-test. Afterwards, the gene expression was induced by l (+) - arabinose to a final 

concentration of 0.2% and the expressed protein was purified by affinity- chromotagraphy using Ni-NTA 

agarose (Qiagen, Hilden, Germany). Finally, the enzyme activity was evaluated by Mueller Hinton agar 

medium and inhibition zone was measured. 

Results: The results of PCR and sequencing confirmed that the recombinant plasmid pBAD was 

created successfully. Protein expression using the l (+) - arabinose to a final concentration of 0.2% 

induced a very high concentration of the recombinant enzyme. Lysostaphin recombinant was found with 

highly specific activity against Staphylococcus aureus. 

Conclusion: Lysostaphin recombinant enzyme using pBAD expression system is very cost 

effective and highly active against Staphylococcus aureus. 
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 كلونينگ، بيان، خالص سازي و ارزيابي آنزيم ليزواستافين نوتركيب 
  pBADبا استفاده از سيستم كلونينگ 

  
      1عليرضا مردادي

      2فهيمه حاجي احمدي

      3سارا سليماني اصل

      4،5محمدرضا عربستاني

  6پيوتر ژودا
  چكيده
هـايي همچـون    اني بـوده و باعـث ايجـاد بيمـاري    اسـتافيلوكوك اورئـوس يـك پـاتوژن مهـم بيمارسـت       :و هدف سابقه

اسـتفاده بـيش از حـد و    امـروزه  . گـردد  اندوكارديت، استئوميليت، پنوموني، سندرم شـوك سـمي و مسـموميت غـذايي مـي     
. هـا شـده اسـت    بيوتيـك  اين ارگانيسم به بسـياري از آنتـي  ها باعث مقاومت  بيمارياين ها در درمان  بيوتيك نامناسب از آنتي

هـدف از ايـن   . شـود  هاي اسـتافيلوكوكي محسـوب مـي    ستافين به عنوان يك عامل موثر و اختصاصي در درمان عفونتليزوا
  .مي باشد pBADمطالعه توليد ليزواستافين نوتركيب با استفاده از سيستم كلونينگ 

تحت  pBAD/Thio-TOPOبا استفاده از سيستم  pBADدر مرحله اول، ساخت پلاسميد نوتركيب  :ها مواد و روش
استفاده  Reverse Transcriptase PCRسپس به منظور بيان ژن ليزواستافين از آزمون . انجام گرفت pBADLysعنوان 
در غلظت  آرابينوز-البيان پروتئين با انجام شد كه  pBADبيان ليزواستافين نوتركيب در سيستم در مرحله بعد، . گرديد
 Ni-NTA agarose (Qiagene, Hilden, Germany)سازي آنزيم با استفاده از ستون  سپس خالص. گرديد ءالقا درصد 2/0نهايي 

با استفاده از محيط مولر هينتون آگار و ايجاد هاله عدم رشد مورد بررسي  بررسي فعاليت آنزيميانجام گرفت و در نهايت 
 .قرار گرفت

بيـان  . با موفقيـت سـاخته شـد     pBADميد نوتركيبو تعيين توالي، پلاس PCRبا توجه به نتايج حاصل شده از  :ها يافته
و غلظـت بسـيار بـالايي از آنـزيم نوتركيـب بـا        ءالقـا درصد به خوبي  2/0در غلظت نهايي  آرابينوز-پروتئين با استفاده از ال

عليـه  ليزواستافين نوتركيب داراي فعاليت بسيار اختصاصي بـر  . استفاده از سيستم كروماتوگرافي ستوني نيكل حاصل گرديد
  .مي باشد استافيلوكوكوس اورئوس

با توجه به ميزان حاصل شده بسـيار   pBADآنزيم ليزواستافين نوتركيب حاصل شده با استفاده از سيستم بياني  :استنتاج
  .بسيار موثر است استافيلوكوكوس اورئوسمقرون به صرفه از نظر هزينه مي باشد و همچنين با عملكرد اختصاصي بر روي 

  
  ليزواستافين، پروتئين نوتركيب، استافيلوكوك: ي كليديواژه ها

  

  مقدمه
 )Staphylococcus aureus( اسـتافيلوكوك اورئـوس  
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ــه توليــد فاكتورهــاي    بيمــاري ــر پاي ــاكتري ب زايــي ايــن ب
ــروتئين   ــه پ ــرولانس بســياري از جمل ، كوآگــولاز، Aوي
هـــا، ليپازهـــا و   كلاژنـــاز، هيالورونيـــداز، همـــوليزين  

هـا پـروتئين    باشد كه از ميان آن هاي مختلف مي توكسين
A )SPA(هاي متصل شونده بـه   ، استافيلوكيناز و مولكول

  .تر هستند ها مهم ايمونوگلوبولين
طور اختصاصي  هاي استافيلوكوكي به درمان عفونت
باشد، زيرا ايـن ارگانيسـم بـه بسـياري از      بسيار مشكل مي

ــي ــاوم اســت  بيوتيــك آنت ــا مق ــه. ه ــان ســرعتي كــه   ب هم
شوند به همان سـرعت   هاي جديد معرفي مي بيوتيك آنتي

امـروزه  . گـردد  ها مقاوم مي به آن استافيلوكوك اورئوس
هـا در   بيوتيـك  فاده بـيش از حـد و نامناسـب از آنتـي    است

ها به اين تركيبات  ها باعث مقاومت پاتوژن درمان بيماري
 .)1(ها را به تركيباتي كم اثر تبديل كرده است شده و آن

هـايي كـه بـه چنـدين نـوع دارو       تعـداد پـاتوژن  چنـين   هم
مقـاوم   ).1-3(افزايش يافتـه اسـت   ،دهند مقاومت نشان مي

ها به عوامل ضد باكتريـايي مـورد اسـتفاده،     تريشدن باك
. باشـد  قسـمت بـاليني مـي   هـاي اصـلي در    يكي از نگرانـي 

تـرين   يكـي از اصـلي   بنابراين، يافتن عوامل ضد باكتريـايي 
   ).1(شود محورهاي تحقيقاتي در كل جهان محسوب مي

هاي مقاوم به داروهايي  از زماني كه ميكروارگانيسم
كومايسين سلامت عموم را به خطـر  مانند متي سيلين و ون

هـا بـا نـام     بيوتيـك  انداخته اند، يك دسته جديد از آنتـي 
 هاي با يك مكانيسم عمل جديد عليه پاتوژن 1ها آنزيبيوتيك

ها بربـر   آنزيبيوتيك. اند كردهمقاوم به دارو گسترش پيدا 
ــا اســتفاده از   عليــه بيمــاري هــاي باكتريــايي يــا قــارچي ب

. دهاي ضـد ميكروبـي مقابلـه مـي كننـد     ها و يا پپتي ـ ويروس
عمل جديـد   شامل مكانيسم ها اصلي آنزيبيوتيك ويژگي

هاي مقاوم بـه   ميكروبي، توانايي كشتن ميكروارگانيسمضد 
از  .باشد تر مقاومت باكتريايي مي و شانس ظهور كم دارو

ــان آنزيبيوتيــك ــيش از   مي ــزوزيم ب ــا، ليزواســتافين و لي ه
موادغذايي مورد مطالعه قـرار   سايرين در مقاصد باليني و

هـا تركيبـات پروتئينـي توليـد شـده       باكتريوسـين . اند گرفته
                                                 
1. Enzybiotic  

 فعاليت باكتريوسايدي هستند كه معمولاً اه توسط باكتري
هـاي باكتريـايي نشـان     عليـه سـاير گونـه   ) كشـي  باكتري(

هاي توليـد شـده توسـط     ميان باكتريوسين در .)4(دهند مي
پروتوتايــپ ايــن فين كــه ، ليزواســتا)5(هــا اســتافيلوكوك
، بيشــترين مطالعــه را بــا توجــه بــه  هــا اســت باكتريوســين

  . اختصاص داده استكاربردهاي باليني به خود 
است كه توسط  ليزواستافين يك آنزيم خارج سلولي

 2بيـوار اسـتافيلوليتيكوس   استافيلوكوك سيمولانسسويه 
]NRRL B-2628lgi/126496 [  ژن . )6(شـود  ترشـح مـي

كـد  ) pACK1( ين بر روي پلاسميد اندوپپتيدازليزواستاف
   ).7(شده است

حالت باكتريوسايدي اين پپتيد به خاطر توانـايي آن  
موجود در ديواره سـلولي  در شكستن پيوند پپتيدوگليكان 

 متـالوآنزيم محتـوي روي   ليزواستافين، .باشد ها مي باكتري
جـرم  ايـن آنـزيم    .اسـت اسيد آمينـه   246 بوده كه شامل

 KDa 27 ،pI )Isoelectric point( 5/9لي حـدودا  مولكو
   ).8(دارد 5/7بهينه  pHو 

اي  اسـيد آمينـه   493آنـزيم  پـرو  صورت  ليزواستافين به
انتهاي در قسمت طريق پپتيد پيشرو  كه از شود مي ساخته

 .گـردد  اسـيدآمينه وارد مسـير ترشـحي مـي     36 آمين دار با
 )1: باشـد  يداراي دو بخـش مجـزا م ـ   ليزواستافينمولكول 

كه مسئول فعاليـت كاتاليتيـك    آمين بخش پپتيداز انتهاي
كه در كربوكسيل بخش هدف انتهاي) 2و ؛ )9(پروتئين است

 .)11 ،10(باشـد  اتصال به سوبستراي پپتيدوگليكان دخيـل مـي  
ــتافين  ــداز ليزواس   ) lysostaphin gene :lss( ژن اندوپپتي

  ن ــــــافيـــــزواستـــــاومت ليـــــــمقل در ــــــژن دخي و
)immunity factor lysostaphin lif:( ر روي ـــــــــــــ ـب  

ـــپلاسمي  ــ pACK1د ــتـ ــرار دارنـ    lifو  lss. )12-14(دـقـ
ــوالي  ــطه تـ ــه واسـ ــاي ورودي،  بـ ــديگر  هـ ــاور يكـ   مجـ

كـه   كـه ممكـن اسـت باعـث شـده باشـند      گيرند قرار مـي 
 بيـــوار اســـتافيلوكوك ســـيمولانسدهـــد  پيشــنهاد مـــي 
طريـق انتقـال افقـي ژن     هـا را از  وس اين ژناستافيلوليتيك

صــورت هتــروژن در  بــه lssژن  .)12(كســب كــرده باشــد
                                                 
2. Staphylococcus simulans biovar staphylolyticus( 
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ــي  ــيا كل ــوي  )15( 1اشريش ــلول كلي ــون، رده س و  )16(ميم
ــيس  ــوس لاكتـ ــم)17(2لاكتوكوكـ داراي  ، ميكروارگانيسـ

. پتانسل بالاي بيوتكنولوژيك، كلـون و بيـان شـده اسـت    
Mierau  ــت ــتفاده از سيسـ ــا اسـ ــاران بـ  NICE 3م و همكـ

، ليزواسـتافين  )18(براساس مكانيسم تنظيمي اپرون نيسـين 
همولـوگ  . )19 ،17(اند گرم توليد كرده ميلي 10با بازده را 

 4استافيلوكوكوس كپيتـيس حاصل از  ALE-1ليزواستافين، 
ساختار مولكـولي و  . نيز شرح داده و شناسايي شده است

 بــر مقاومــت توليــد گــذاري آن، عــلاوه مكانيســم هــدف
 رسد مشابه با موارد شـرح داده شـده در   نظر ميكننده، به 

ــتافين  ــورد ليزواس ــ م ــابراين، در . )21 ،20(دباش ــقبن  تحقي
كلونينگ و بيان اين پروتئين كارآمـد در سيسـتم   حاضر، 
pBAD    مورد بررسي قرار گرفته است تا بـه عنـوان يـك 

هـــاي  عامـــل مـــوثر و اختصاصـــي در درمـــان عفونـــت 
  .ستفاده قرار گيرداستافيلوكوكي مورد ا

  

  مواد و روش ها
ــويه ــزيم    سـ ــايي، پلاســـميدها، آنـ هـــا و  هـــاي باكتريـ
  ها دهنده واكنش

ــاني    pBAD/Thio-TOPOوكتـــــــــــور بيـــــــــ

)Invitrogen, USA( ــه ــتم  ب ــاخت سيس ــور س ــاي  منظ  ه

. نوتركيـب اسـتفاده شـد    سـتافين بياني جهـت توليـد ليزوا  
عنــوان  بـه ) pRG5 )ATCC 67076پلاسـميد نوتركيـب   

ــع ــتافين  منبــ ــويه و ژن ليزواســ   E.coli TOP10Fســ

)Invitrogen, USA ( براي تهيه پلاسميدها، كلون و بيان
بـه   pBADهـاي   ليزواستافين نوتركيب در سيسـتم شده و 

هاي محدود كننده از فرمنتـاس   آنزيم. )22(گرفته شدكار 
(Fermentas) )سـنتر   و ليگاز از اپي ،)ليتواني(Epicentre) 

(USA) ندخريــداري شــد .DNA  پلاســميدي و قطعــات
DNA ترتيب با اسـتفاده از كيـت    حاصل از ژل آگارز به

Plasmid Prep DNA  ــت ــده   Gel-Outو كي ــدا ش ج
)A&A Biotechnology, Poland( گرهـاي   واكـنش  و

                                                 
3. Escherichia coli  
4. Lactococcus lactis 
1. NIsin-Controlled gene expression  
2. Staphylococcus capitis 

PCR  هـاي    از محـيط  .اند دست آمده بهشركت فرمنتاز از
LB Agar & LB Broth    ساخت شركت مـرك، آلمـان

سـيلين و تمـام    ، آگـارز، آمپـي  آرابينـوز  -ال .استفاده شد
شــركت گرهــاي تخلــيص پــروتئين و بافرهــا از  واكــنش

  .ندشد خريداري (Sigma)سيگما 
  

  ساخت پلاسميدهاي بياني
براي طراحي پرايمر، توالي شناخته شده ژن ليزواسـتافين  

) NCBI )GenBank accession no. M15686از بانك ژني 
 توالي ژن، پرايمرها شاملسپس براساس . استخراج گرديد

  :LTSجلو  پرايمر روبه
5'CAT CAT CAC CAT CAC CAT ATA GAG GGC 
CGC GCT GCA ACA CAT GAA CAT TCA GCA3' 

 

 :  LTK و پرايمر معكوس
5'TTT GGT ACC TCA CTT TAT AGT TCC CCA AAG 
AAC ACC3 

 

 اين پرايمرها واجد جايگاه بـرش توسـط  . )22(ساخته شدند
 )10a )endoprotease Factor Xaئاز فاكتور اندوپروت آنزيم

. باشند، هسـتند  هايي كه به صورت ايتاليك مي در قسمت
صـورت پررنـگ هسـتند، مكمـل      توالي پرايمر بالا كه به

 'انتهـاي  .باشند هاي نوكلئوتيدي ژن ليزواستافين مي توالي
 هـر  در كدكننده DNAحاوي يك توالي  LTSپرايمر  5

. باشـد  مـي  )خـط كشـيده شـده   (  His6دو بخش الحـاقي  
ميكروليتر با اسـتفاده از   25در حجم نهايي  PCRواكنش 

 از پلاسميد ng10 DNAاز هر پرايمر، ) µM10(ميكروليتر1
تهيـه   Master Mixميكروليتـر از   10و   pRG5نوتركيب

ــد  ــام شـ ــاز انجـ ــركت فرمنتـ ــده از شـ ــامل  PCR. شـ شـ
درجــه   93دقيقــه در  5دناتوراســيون اوليــه بــه مــدت    

 93دقيقــه در  1گــراد، دناتوراســيون ثانويــه بــراي  انتيســ
 63دقيقـه در   1گراد، اتصال پرايمر به مدت  درجه سانتي
 72دقيقـه در   1به مدت  DNAگراد، گسترش  درجه سانتي
 دقيقـه  8چرخه و گسترش نهايي  35گراد براي  درجه سانتي

پـس از  . گرفـت . گراد انجـام گرفـت   درجه سانتي 72در 
 در  PCR، الكتروفـورز محصـولات    PCR انجام واكنش
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 110دقيقـه و ولتـاژ    60درصـد بـه مـدت     5/1ژل آگارز 
پس از اتمام الكتروفورز نتايج در زير . ولت انجام گرفت

 .مشاهده شد UVنور 

  
  كلون سازي

 هاي محـدودالاثر  ژن ليزواستافين پس از برش با آنزيم
 pBAD/Thio-TOPOليگاز در وكتـور   T4به وسيله آنزيم 

ــتم كلونينــــــگ   ــتفاده از سيســــ ــا اســــ   (TOPO)بــــ

)Invitrogen, USA(،  شـــركت برطبـــق دســـتورالعمل
ــون شــد ســازنده، ــه. كل ــر طــور مختصــر،  ب  پــس از تكثي

  PCRمحصـول  ، LTKو  LTSاسـتفاده از پرايمرهـاي   با 

ــا  ــت بــــــــ ــتخراج از ژل كيــــــــ   Gel-Outاســــــــ

)A&A Biotechnology, Poland(  ــده ــيص ش و  تخل
) µg1/0(ميكروليتر  1با آن ) µg 2/0(تر ميكرولي 2ميزان 

از ميكروليتر  pBAD/Thio-TOPO  ،1از محلول وكتور 
ميلـي   NaCl5/2 و ميلي مولار  MgCl2 50(نمك محلول 
 در نهايـت  .شـد آب استريل مخلـوط  ميكروليتر  1و ) مولار

بـا اسـتفاده   ) pBADLys(نوتركيب حاصل  پلاسميدهاي
باكتري مسـتعد شـده    از محلول نمكي ذكر شده به درون

E. coli TOP10F  22(، به عنوان ميزبان بياني منتقل شـدند(. 
طريـق   هويـت پلاسـميدهاي نوتركيـب حاصـل از    سپس 
يـابي   يابي ژن ليزواستافين با استفاده از سيستم توالي توالي

  ).Perkin-Elmer ABI Prism 377( شدخودكار تاييد 
  

   1يپتاز معكوسترانسكر - آزمون واكنش تكثيري زنجيره پليمراز
 به منظور تاييد صحت بيان ژن ليزواستافين كلون شده،

ترانسـكريپتاز   -آزمون واكنش تكثيـري زنجيـره پليمـراز   
معكوس بـا كيـت تهيـه شـده از شـركت فرمنتـاز و طبـق        

اســتخراج . دســتورالعمل شــركت ســازنده انجــام گرفــت
RNA  ژنومي ازE.coli TOP10F     طبـق دسـتور شـركت

، جهـت تكثيـر   RNAپس از استخراج  .سازنده انجام شد
 RNA ،DNAژن ليزواستافين، در ابتـدا لازم بـود كـه از    

ميكروليتر  11بر اين اساس به . تهيه شود) cDNA(مكمل 
 50(ميكروليتـر   RNA ،1از محلول حاصـل از اسـتخراج   

                                                 
1. Reverse Transcriptase PCR  

 5از پرايمر رانـدوم هگزامـر اضـافه گرديـد و     ) پيكومول
گـراد   رجـه سـانتي  د 65گذاري در دمـاي   دقيقه گرمخانه

سپس اين مخلوط بلافاصله بر روي يخ منتقـل  . انجام شد
 4دقيقــه، بــه مخلــوط فــوق  5پــس از گذشــت . گرديــد

ــافر  ــر بـ ــوط  RT )x5( ،2ميكروليتـ ــر مخلـ  10ميكروليتـ
ــي ــولار  ميل ــزيم   1و  dNTPsم ــده آن ــر مهاركنن ميكروليت

RNase دقيقــه  5در مرحلــه بعــد پــس از . اضــافه گرديــد
گراد و سـپس   درجه سانتي 37ري در دماي گذا خانه گرم

 ميكروليتر آنزيم ريوري ترنس كريپتاز، سـاخت  1افزودن 
cDNA  گراد  درجه سانتي 42ساعت در دماي  1به مدت

گذاري در دماي  خانه دقيقه گرم 10صورت پذيرفت و با 
 cDNAجهـت تكثيـر   . گراد پايان يافـت  درجه سانتي 70

ه از پرايمر و دماهـاي  با استفاد PCRساخته شده واكنش 
  .از پيش گفته شده انجام پذيرفت

  

  pBADبيان ليزواستافين نوتركيب در سيستم 
  بــراي بيــان پــروتئين نوتركيــب، كلنــي تكــي از      

E. coli TOP10F  100واجــد پلاســميد نوتركيــب در 
سيلين  آمپي mg/L100 حاوي  LBليتر محيط كشت  ميلي

انكوباسـيون در   ساعت 12تا  10تلقيح داده شد و پس از 
، rpm 150گراد و هوادهي بـا دور   درجه سانتي 37دماي 

 به حدود nm 600جذب نوري محيط كشت در طول موج 
ليتـر از سوسپانسـيون    ميلـي  20متعاقبـا  . رسـيد  5/1تا  2/1

 سـيلين  حـاوي آمپـي   LBمحـيط  سلولي بـه يـك ليتـر از    
mg/L 100  37سـپس مجـدد در دمـاي     .شـد انتقال داده 

قـرار داده   rpm 150گراد و هوادهي بـا دور   نتيدرجه سا
بيان پـروتئين  . رسيد 2/0شد تا جذب نوري آن به حدود 
درصد القا  2/0 آرابينوز -در اين زمان با اضافه نمودن ال

) از لحظـه فعـال شـدن   (ساعت  12 تا 10گرديد و پس از 
 در نهايـــت بيـــان پـــروتئين بـــا روش . برداشـــت شـــدند

SDS-PAGE  براي ايـن عمـل   . قرار گرفتمورد بررسي
درصــد مــورد  5/12آكريــل آميــد جــدا كننــده  ژل پلــي

ــيله روش     ــه وس ــت ب ــه در نهاي ــت ك ــرار گرف ــتفاده ق اس
  .آميزي شد رنگ) R250(كوماسي بلو 
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 پژوهشي

  خالص سازي آنزيم ليزواستافين نوتركيب
ليتـر   1هاي باكتري با استفاده از سـانتريفوژ از   سلول

سپس بـه ازاي  . شدندآوري  محيط كشت داده شده جمع
 20ليتــر از بــافر شــامل  ميلــي 5هــر گــرم ســلول بــاكتري 

 =PH 5/7در  NaClمولار  ميلي Tris–HCl ،500مولار  ميلي
گــرم آلومينــوم اكســايد جهــت ليــز بــاكتري اضــافه   1و 

گراد  درجه سانتي 4در دماي  rpm 5000گرديد و با دور 
ويي بـراي  متعاقبا مايع ر. دقيقه سانتريفوژ شد 20به مدت 

بـا توجـه   . سازي مورد استفاده قرار گرفت مراحل خالص
ي انتهايي آميني  به اين كه قطعه ژني كلون شده در ناحيه

است، پروتئين بيان شده كه  6His-tagخود داراي توالي 
باشــد، بــه وســيله كرومــاتوگرافي  مــي His-tsgهمــراه بــا 

ــا اســـتفاده از ســـتون داراي رزيـــن نيكـــل    تمـــايلي و بـ

Ni-NTA agarose (Qiagene, Hilden, Germany)  و
سـپس  . طبق دستورالعمل شركت سازنده تخليص گرديد

) =PBS  )5/7 PHپروتيئن خالص شده با استفاده از بـافر 
به مـدت يـك شـب ديـاليز      گراد سانتي درجه 4در دماي 

 كيفيـــت ليزواســـتافين نوتركيـــب بـــا اســـتفاده از  . شـــد

SDS-PAGE مورد بررسي قرار گرفت.  
  

  بررسي فعاليت آنزيمي
ــتافين از   ــايدي ليزواسـ ــت باكتريوسـ ــق  فعاليـ طريـ

روش گيـري اسـپكتروفوتومتري كـدورت برطبـق      اندازه
همــراه بــا   )23( (Kovar)و كــووار  (Marova)مــارووا 

از  ميلـي ليتـر   6 در اين روش. شداصلاحات جزئي انجام 
رقيـق  اسـتافيلوكوك اورئـوس   هـاي   سوسپانسيون سـلول 

دقيقـه   10پـس از  . تلقـيح شـد   LB broth به محـيط شده 
گراد، جذب نوري  درجه سانتي 37انكوباسيون در دماي 

 سـپس . رسيد 25/0به  nm 600محيط كشت در طول موج 
ــر،  100 ــر و  300ميكروليت ــر 1000ميكروليت از  ميكروليت

پـس  . شـد افزوده  خالص شده به محيط فوق ليزواستافين
، گـراد  درجه سـانتي  37دماي دقيقه انكوباسيون در  10از 

 مـورد بررسـي قـرار    تغييرات كـدورت مخلـوط واكـنش    

 

ليزواسـتافين بـا    باكتريوسـايدي چنين فعاليـت   هم. گرفت
استفاده از محيط مولر هينتـون آگـار و ايجـاد هالـه عـدم      

ــت   ــرار گرف ــورد بررســي ق ــز م ــن تســت . رشــد ني در اي
ــاكتري ــاي  ب ــوس،ه ــتافيلوكوك اورئ ــتافيلوكوك  اس اس

مـورد   2انتروكوك فاسيومو اشريشيا كلي ، 1اپيدرميديس
بـا اسـتفاده از اسـتاندارد نـيم مـك      . بررسي قرار گرفتنـد 

هــاي ذكــر شــده تهيــه  سوسپانســيون بــاكتري )24(فارلنــد
گرديد و بر روي محيط مـولر هينتـون آگـار كـه از قبـل      

 .هايي بر روي آن ايجاد شده بود كشت داده شـدند  چاهك
هـا   يم خالص شده بـه چاهـك  ميكروليتر از آنز 50مقدار 

 37ساعت انكوباسـيون در دمـاي    24افزوده شد و بعد از 
  .گراد هاله عدم رشد مورد بررسي قرار گرفت درجه سانتي

  

  يافته ها
  نوتركيب pBADLysساخت پلاسميدهاي 

 LTKو  LTSمحصولات حاصل از تكثير پرايمرهـاي  
گونـه   همان pBAD/Thio-TOPOبه درون پلاسميدهاي 

پلاسميد حاصـل،  . ندبالا شرح داده شد، كلون شد كه در
pBADLys هـا   توالي نوكلئوتيدي ايـن سـازه  . نام گرفت

تا اطمينان حاصل شود كه  ندتاييد شد تعيين تواليتوسط 
پـروتئين هـدف توليـد    . قالب خوانش صحيح بوده اسـت 

 آمين خـود واجـد  در انتهاي  pBADLysشده در سيستم 
زيم نوتركيـب از طريـق   شش هيستيدين براي تخليص آن ـ

  .بوده استفلزي  -كروماتوگرافي تمايل يوني
  

ترانسـكريپتاز   -آزمون واكنش تكثيري زنجيـره پليمـراز   
   (RT-PCR) معكوس

بــه وســيله  RNAبررســي كيفــي بيــان ژن در ســطح 
سـنتز   cDNAمولكـول  . گرفتانجام  RT-PCRتكنيك 

در مرحله بعـد   PCRعنوان الگوي انجام واكنش ه ب هشد
روي ژل  حاصـل بـر  نتـايج  ت و ورد استفاده قـرار گرف ـ م

براساس نتايج الكتروفرز مشخص . آگارز مشاهده گرديد
بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي     RT-PCRگرديد كـه آزمـون   

                                                 
1. Staphylococcus epidermidis 
2. Enterococcus faecium 
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 DNA bp 780طراحي شده منجر به ساخت يـك قطعـه   
بنابراين . شده بود كه با نتايج قابل انتظار همخواني داشت

 ژن سازنده ليزواستافين با موفقيت تكثيـر داده شـده بـود   

   .)1 تصوير شماره(

 
  

بـه ترتيـب از    سـتون هـا   .RT-PCRنتـايج حاصـل از    :1تصوير شماره 
-bpسـايز مـاركر    M :DNAستون : سمت چپ به راست عبارتند از

  ميد نوتركيبسباكتري حاوي پلا: 1؛ ستون)اسشركت فرمنت(100
  

ستون ها به ترتيب از سمت راست به چـپ عبارتنـد   
، 205سايز ماركر پروتئيني با جرم مولكولي : Mستون : از

116 ،97 ،84 ،66 ،55 ،45 ،36 ،29 ،24 ،20 ،2/14 
ــركت   5/6 ،2/14 ــون از ش ــو دالت ؛ Sigma–Aldrichكيل

ــاكتري در آن كــ LB brothنمونــه محــيط : 1ســتون  ه ب
؛ سـتون  )آرابينـوز  –بدون القاء ال(كشت داده شده است 

كــه بــاكتري در آن  LB brothنمونــه محــيط : 2شــماره 
 ).آرابينوز -با القاء ال(كشت داده شده است 

 بـــالايباعـــث توليـــد  ذكـــر شـــده سيســـتم بيـــاني
ــا . اســت نوتركيــب شــده ليزواســتافين بانــدهاي منطبــق ب
ــروتئين   مربــوط بــه   SDS-PAGEبــر روي  kDa41  پ

E. coli TOP10F’ + pBADLys  ايـن  در . مشاهده شـد
ــه  ــول در  سيســتم، ليزواســتافين نوتركيــب ب صــورت محل

هاي خـارج   بدون اجسام درون سلولي يا آنزيم(سيتوزول 
سـازي بيـان    بهينـه . ه استبيان كاملي داشت و بوده )سلولي

مشــاهده شــد كــه در آن بيــان  pBADمــورد سيســتم  در
 درصـد  2/0در غلظت نهايي  آرابينوز -آلستافين با ليزوا

القـا   nm600در طـول مـوج    3/0تـا   2/0جذب نـوري  با 
در  آرابينـوز  -آلغلظـت  ). 2 تصـوير شـماره  ( شده است
بر ) 1و  75/0، 5/0، 25/0، 1/0( درصد 1تا  1/0محدوده 

ــتم   ــب در سيس ــتافين نوتركي ــان ليزواس ــطح بي  pBAD س
  ).اند ا نشان داده نشدهه داده( است نداشته يتاثير

  

  
  

بيان و تخليص ليزواسـتافين   دهندهنشان SDS-PAGEل ژ :2تصوير شماره 
 pBADهاي  در سيستمنوتركيب 

 
  بررسي فعاليت آنزيمي
 استافيلوكوك اورئوسون باكتري ـپس از انكوباسي

در  2/0و رسـيدن بـه جـذب نـوري      LBمحيط  ml6  در
فين ذكر شـده  هاي ليزواستا غلظت nm600 جذب نوري 

. به محـيط هـا افـزوده شـد     )1و  75/0، 5/0، 25/0، 1/0(
هـاي   دقيقـه انكوباسـيون جـذب نـوري محـيط      10بعد از 

 µL100 لولـه حـاوي   : كشت داده شده به اين ترتيب بود
 ، لولـه حـاوي     033/0ليزواستافين داراي جذب نـوري  

µL300  لولــه 029/0ليزواســتافين داراي جــذب نــوري ،
ــاوي  ــوري   µL 1000حـ ــذب نـ ــتافين داراي جـ ليزواسـ

بعـد از  . 272/0، و لوله كنترل داراي جذب نوري 017/0
كشت و انكوباسيون بـاكتري هـاي ذكـر شـده در روش     
ــاي      ــاكتري ه ــط در ب ــد فق ــدم رش ــه ع ــار، هال ــام ك انج

 اســتافيلوكوك اپيدرميــديسو  اســتافيلوكوك اورئــوس
   ).3 تصوير شماره(مشاهده شد 

  
  خالص سازي آنزيم

واستافين نوتركيب بيان شـده بـا موفقيـت توسـط     ليز
 Ni-NTهـاي   كروماتوگرافي تمايلي با اسـتفاده از رزيـن  

آنـزيم نوتركيـب بـا اسـتفاده از بـافر      . سـازي شـد   خالص
mM500     ــابقي ــد؛ م ــارج گردي ــتون خ ــدازول از س ايمي

وجود داشتند بـا   اشريشيا كليهايي كه در كشت  پروتئين
از سـتون خـارج   ) mM 25 -2(تر ايميـدازول   غلظت كم

نتيجـه كرومـاتوگرافي و ديـاليز بـه دسـت آوردن      . شدند
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mg 39  ليتـر كشـت از سـويه     1ليزواستافين نوتركيب در
  .بود pBADبا وكتور بياني  TOPO10Fكلون شده 

 

  
  

نتايج بررسـي هالـه   : تصوير بالا از سمت چپ به راست :3تصوير شماره 
اشريشـيا  كيب در باكتري هاي عدم رشد توسط آنزيم ليزواستافين نوتر

: تصوير پايين از سمت چپ به راسـت .  انتروكوكوس فكاليسو  كلي
ــد    ــدم رش ــه ع ــي هال ــايج بررس ــديس  نت ــتافيلوكوك اپيدرمي و  در اس

ــا روش   اســتافيلوك اورئــوس توســط آنــزيم ليزواســتافين نوتركيــب ب
  . ديسك ديفيوژن و ول ديفيوژن

  

  بحث
علق بـه يـك   ليزواستافين يك عامل ضدميكروبي مت

ــام     ــه نـ ــدميكروبي بـ ــدهاي ضـ ــلي از پپتيـ ــلاس اصـ كـ
هاي  اين آنزيم موجب هيدروليز پل. باشد باكتريوسين مي

ــواره ي ســــلولي ديگــــر  متقــــاطع پپتيــــدوگليكان ديــ
ــوس   اســتافيلوكوك ــژه اســتافيلوكوكوس اورئ ــه وي ــا ب ه

ــي ــردد م ــاهش    . گ ــت و ك ــزايش مقاوم ــه اف ــه ب ــا توج   ب
ــر  ــياث ــتهــاي رايــج در در بيوتيــك آنت ــان عفون  هــاي م

مطالعــات پژوهشــي بــرروي ارزيــابي     اســتافيلوكوكي،
ليزواســتافين بــه عنــوان يــك عامــل درمــاني نــوين بــراي 

امـروزه  . هاي استافيلوكوكي در حال انجام اسـت  عفونت
هاي مختلفي براي توليد ليزواستافين گزارش شـده   روش

است؛ با اين وجـود، توليـد ايـن محصـول و خلـوص آن      
ليزواسـتافين اولـين بـار توسـط     . باشـد  يبسـيار محـدود م ـ  

Schindler   تخلــيص شــد  1965و همكــاران در ســال .
خالص سازي در اين مطالعه با استفاده از كروماتوگرافي 

DEAE-Cellulose  گـرم از   ميلي 4/3صورت پذيرفت و
در . )25(آنزيم در يك ليتر از محيط كشت به دست آمـد 

ــه ديگــر  ــدين مطالع ــا خــالص ســازي ليزواســت ، چن افين ب
ــايلي و تركيبـــي از ايزوالكتريـــك   ــاتوگرافي تمـ كرومـ

. )26(فوكوسينگ همراه بـا سـفادكس انجـام شـده اسـت     
سفاروز نيز گـزارش   -خالص سازي ليزواستافين با كيتين

ــده  ــه حاضــر . )27(اســتش ــتافين در در مطالع ژن ليزواس
ــا اســـتفاده از سيســـتم  pBAD/Thio-TOPOوكتـــور  بـ

كلـون شـد و    )Invitrogen, USA( (TOPO)كلونينـگ  
. سـازي گرديـد   خالص Ni-NTAدر نهايت توسط ستون 

-6His(در مطالعــه حاضــر از الحــاق پــروتئين هيســتيدين 

tag ( سـازي ايـن پـروتئين     با هدف تسهيل در امر خـالص
الحـاق پـروتئين هيسـتيدين داراي    . نوتركيب استفاده شد

 Cو  Nتري بوده و استفاده از آن به صورت  ساختار ساده
هاي نوتركيب  سازي پروتئين ترمينال براي توليد و خالص

نتـايج مطالعـه   . باشـد  بسيار معمول و مقرون به صـرفه مـي  
از آنـزيم ليزواسـتافين    mg39حاضر نشان داد كه بيش از 

ليتــر از محــيط كشــت بــا اســتفاده از  1نوتركيــب در هــر 
به دست آمد كه نسبت به ساير مطالعـات   pBADسيستم 

. باشــد بــه ميــزان قابــل تــوجهي بــالاتر مــي انجــام گرفتــه 
 گزارشات زيادي براي بيـان ليزواسـتافين اندوپپتيـداز در   

با استفاده از پروموتر ليزواستافين اندوپپتيداز  اشريشياكلي
چـون   هـا هـم   توليد اين ژن در سـاير بـاكتري  . وجود دارد

 نيز گـزارش  باسيلوس اسفاروتيكوسو  باسيلوس سوبتيليس
به عنوان يـك   اشريشيا كليا اين وجود، ب. )28(شده است

باشـد بـه طـوري كـه اكثـر       ميزبان بياني مطمئن مطرح مي
در . شـوند  هاي متعـدد در ايـن بـاكتري بيـان مـي      پروتئين

هاي بـرش   مطالعه حاضر ژن ليزواستافين را در بين سايت
Xa  و تحت پروموترT7     بـا اسـتفاده از سيسـتمpBAD  و

اي كـه   در مطالعه. نموديمبيان  BL21(DE3)سلول بياني 
و در سال  )29(و همكاران Sharmaتوسط  2006در سال 

انجام پـذيرفت، بـه    )30(و همكاران Zhangتوسط  2014
از ليزواستافين نوتركيـب خـالص    mg20و  mg22ترتيب 

بـه دسـت    pET23bو  pET28aشده و در سيسـتم بيـاني   
آمـد كــه نســبت بـه نتــايج حاصــل از ايـن مطالعــه ميــزان    
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در ايـن مطالعـات   . باشـد  تـر مـي   وتئين خالص شده كمپر
-Niسازي از سـتون   همچون مطالعه حاضر جهت خالص

NTA در مطالعه ديگري كه توسـط  . استفاده شدSzweda 
 گـرم  ميلـي  6انجام پذيرفت،  2001در سال  )31(و همكاران

ليتر از محيط كشت با استفاده از سيستم  1ليزواستافين در 
pTYB  كه نسبت بـه مطالعـه حاضـر ميـزان     به دست آمد

در اين مطالعـه ژن ليزواسـتافين از پلاسـميد    . تري بود كم
تكثيــر شــد و بــه درون  PCRبــا روش  PRG5نوتركيــب 

آنــزيم در نهايــت . وارد گرديــد pTYB12وكتــور بيــاني 
تخليص كيتين - مورد نظر با استفاده از سيستم اتصالي اينتئين

كه در سال  )32(مكاراندر مطالعه فرهنگ نيا و ه. گرديد
ــتم      2014 ــتفاده از سيس ــا اس ــتافين ب ــد، ليزواس ــام ش انج

PET3a  و تحــت پرومــوتر  اشريشــياكليدر بــاكتريT7 
در اين مطالعه ليزواستافين به ميزان . خالص سازي گرديد

به دسـت آمـد امـا نسـبت بـه نتـايج       ) mg30(بالايي  نسبتاً
تـر   كـم حاصل از اين مطالعه ميزان پروتئين خالص شـده  

  .مي باشد
در مطالعـه  توان نتيجه گيـري كـرد كـه     در پايان مي

ــاتوگرافي     ــط كروم ــزيم توس ــيص آن ــر روش تخل حاض
هـاي موتانـت    اي بـا اسـتفاده از سـويه    تمايلي تك مرحله

روش تخلـيص  . انجـام گرفـت   استافيلوكوكوس اورئوس
حاصل يك روش بسيار آسان و ارزان بـوده كـه نيـاز بـه     

ي در جهت تخلـيص پـروتئين   تخصص و تجهيزات خاص
هـاي باكتريـايي    به دنبـال افـزايش گسـترده سـويه    . ندارد

ــي  ــه آنت ــاوم ب ــه   بيوتيــك مق ــيوع روزان ــين ش ــا و همچن ه
هاي داراي مقاومت، نياز  هاي حاصل از اين سويه عفونت

هاي جايگزين با كارايي بالا و كم هزينه  به يافتن راه حل
يـد ليزواسـتافين   دسـتورالعمل تول . باشـد  بسيار حيـاتي مـي  

هايي كه تمايل  شرح داده شده در اينجا، براي آزمايشگاه
ــد    ــد، بســيار آســان و كارآم ــد ليزواســتافين دارن ــه تولي ب

برخـوردار  و از قابليت توليد در سطح صنعت نيز باشد  مي
   .است

  
  سپاسگزاري

هزينه مطالعه اين پايان نامه از محل اعتبـارات طـرح   
ــماره  ــگاه ع 930222654ش ــدان   دانش ــكي هم ــوم پزش ل

ــت   ــده اس ــت ش ــت  . پرداخ ــيله از معاون ــدين وس ــاي  ب ه
آوري دانشگاه علوم پزشـكي   آموزشي، و تحقيقات و فن
   .شود همدان تشكر و قدرداني مي
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