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ضد  و بررسی اثرات جهش یافته 3پپتید هیستاتین  و خالص سازی بیانکلونینگ، طراحی،

 میکروبی آن

 2و4الله همتیروحو  4، کریم مهنام*3،2، بهناز صفار1زهرا توکلی

 دانشکده علوم پایه، گروه سلولی و مولکولی ،دانشگاه شهرکرد شهرکرد،، ایران 1

 هشکده زیست فناوریپژو ،دانشگاه شهرکرد شهرکرد،، ایران 2

 گروه ژنتیک دانشکده علوم، ،دانشگاه شهرکرد شهرکرد،، ایران 3

 زیست شناسیگروه  دانشکده علوم، ،دانشگاه شهرکرد شهرکرد،ایران،  4

 24/02/1399 تاریخ پذیرش: 16/05/1398 تاریخ دریافت:

 چکیده

ه ني از  اسید آمینپپتیدهای غ ،تاتینپپتیدهای هیس تند.های جدید هسبیوتیکعنوان آنتيیدهای ضدمیكروبي اهداف مطلوبي بپپت

ملكردی هم خاصیت انساني، از نظر ع 3هیستاتین  پپتیدهای ضد میكروبي تعلق دارند. از خانوادهیک هیستیدین هستند که به 

تولید این  ظورمن. سپس بانجام شد 3ضدمیكروبي و هم خاصیت التیام زخم دارد. در این پژوهش، طراحي جهش پپتید هیستاتین

ن شد و پس از آن بیا همسانه سازی و  E.coliي سومو در باکتری همراه پپتید الحاقپپتید در مقیاس آزمایشگاهي، توالي ژني آن به

های د. نتایج آزمونشبررسي  SDS-PAGEا تكنیک بخالص گردید و نتایج آن  کروماتوگرافي تمایلي ستون نیكل توسط تكنیک

که  استافیلوکوکوس اورئوس گرم مثبت ن پپتید بوده که برروی باکتریدهنده ارزش ای(، نشانMICآزمون سنجش میكروبي آن )

د بي این پپتیام شده، فعالیت ضدمیكروتوجه به پژوهش انجبا  اثیرگذار است.باشد، تمي مقاوم به داروبیمارستاني های جز پاتوژن

های بیوتیکنتيآبیوتیک جدید یا درکنار نوان آنتيبعید در صنایع دارویي و پزشكي، پپتو امكان تولید آن، امید است که از این 

 ها، بهره گرفت.سنتي برای افزایش کارایي آن

 وبي، خواص ضد میكر، کلون و بیان، خالص سازیجهش یافته 3 پپتیدهای ضدمیكروبي، هیستاتین :کلیدی واژه های

 saffar_b@sku.ac.irپست الكترونیكي: ،  03832324419* نویسنده مسئول: تلفن: 

 مقدمه

(، اجزای سیستم ایمني ذاتي AMPsپپتیدهای ضدمیكروبي )

های مهاجم را در اولین خط دفاعي علیه پاتوژنو هستند 

این پپتیدها،  دهند.ل ميیشكتها بسیاری از ارگانیسم

دارای  هستند کهپاتیک( )آمفي يی دوگانه دوستملكولها

نها همین دلیل به آب، باشندخصوصیات ضد میكروبي مي

 .(22) های طبیعي گفته مي شودبیوتیکآنتي

ها یک خانواده از پپتیدهای ضدمیكروبي موجود هیستاتین

ها ها هستند. هیستاتیندر بزاق انسان و سایر پریمات

د آمینواسیدهای پپتیدهای غني از هیستیدین بوده که  تعدا

متغییر است و با  غلظتي  38تا  7تشكیل دهنده آنها از 

میكرومولار توسط غدد بناگوشي، زیرفكي  50-425حدود 

همگي ترکیب این پپتیدها شوند. و زیر زباني ترشح مي

آمینواسیدی مشابهي دارند و بنابراین احتمالاً حاصل 

براساس  اند.ساز بزرگتر بودهشكست پروتئولیتیک یک پیش

خصوصیات شیمیایي و توالي آمینواسیدی, پپتیدهای 

نوع پپتید هیستاتین( 12ها وجود دارد )متنوعي از هیستاتین

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.5.9
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بازوی بلند  13که همه آنها از دو جایگاه ژني بر روی باند 

گیرند. رایج ترین انساني، منشاء مي 4کروموزوم 

های طبیعي یافت شده در بزاق عبارتند از: هیستاتین

آمینواسید و وزن ملكولي  تقریبا  38)دارای  1هیستاتین 

فسفریله است(,  2-دالتون که در رزیدوی سرین 4929

 4063آمینو اسید و وزن ملكولي  32)دارای  3هیستاتین 

آمینو اسید و وزن ملكولي  24)دارای  5دالتون( و هیستاتین 

محصول دو ژن  3و هیستاتین  1دالتون(. هیستاتین  3037

his1  وhis2 ها محصول هضم بوده و سایر هیستاتین

 ها،نیستاتیساختار ه (.1پروتئولیتیكي آنها هستند )شكل 

ساختار   یاست که  دارا یا، به گونه5و  3 نیستاتیه ژهیوب

 طیدر مح لیو ساختار رندوم کو زیآبگر طیدر مح يچیمارپ

 .(15)هستند يآب

 

 .(15)بزاق انسان  3 نیستاتیکدکننده ه از ژن یيشما -1شكل 

توسط هولبروک و  1973اولین بار در ها هیستاتین

عنوان پپتیدهایي که فعالیت گلیكولیزی همكارش، به

در  .(9) دهند، معرفي شدندها را افزایش ميمیكروارگانیسم

نسان را از ا 5و  3، 1اوپنهیم و همكاران، هیستاتین  1988

لا با مایع با عملكرد توسط فیلتراسیون ژلي و کروماتوگرافي

(HPLC جداسازی کردند که هر سه هیستاتین ،) خاصیت

  .(20)ضد میكروبي و هم خاصیت التیام زخم دارند.

ها را به دو گروه دارای خاصیت ضدمیكروبي اگر هیستاتین

بندی کنیم؛ قوی و گروه واجد خاصیت التیام زخم  طبقه

بر این،  حد واسط این دو گروه است. علاوه 3هیستاتین 

اندک است که حدی رات پس از ترجمه این هیستاتین بتغیی

 امكان بیان مطلوب و عملكرد درست را از طریق تولید در

هیستاتین  . بنابراین( 11، 20) کندمیزبان باکتریایي فراهم مي

یک پروتئین مطلوب جهت کاربردهای درماني به شمار  3

  رود.مي

 مشكل  دو  با  باکتریایي ي بیان در سیستم  3بیان هیستاتین 

طور بالقوه کشنده ب دهایپپت نیاجدی روبرو است: الف( 

هستند. ب( اندازه کوچک  کننده خوددیتول باکتریایي زبانیم

حل موثر شود. راهآنها نیز باعث تخریب زودهنگام آنها مي

برای غلبه بر این دو مشكل، افزودن یک پروتئین الحاقي به 

بعدا توسط برش شیمیایي و یا آنزیمي پپتید هدف است که 

های الحاقي، ینیكي ازاین پروتئ .(22) جدا شود

 SUMO: Small Ubiquitin_like) های سوموپروتئین

Modifire) دلیل خاصیت چاپروني باعث که بهستند

افزایش حلالیت، تاخوردگي مناسب پروتئین نوترکیب و 

 آن مي شود یکژنهایتا باعث افزایش بیان و  فعالیت بیولو

(16،9).  

صورت طبیعي فعالیت بسیاری از پپتیدهای ضدمیكروبي ب

نوان عوامل آنها بع کافي نداشته و بایستي قبل از استفاده از

پپتیدهای ضدمیكروبي نیز سازی شوند. درماني، بهینه

آمینواسید های مناسب، بهینه  توانند با جایگزین کردنمي

جهش  جادیاینه سازی از روشهای به  يكی .( 22 )شوند 

شده براساس  جادیا یهااست، هرچند که جهش

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.5.9
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 نیا شیدر افزا یریبوده و تأث يتصادف یيزاموتانت

 هدفمند یهاجهش كهینداشته است. درحال اتیخصوص

 شیافزا یتلاش برا نی. بنابراشودياعمال م دیپپت یبررو

آنها  یداریپا شیافزا ایو  دهایپپت نیا يكروبیضدم تیخاص

تولید هدف از این پژوهش . (12) تاس تیئز اهمحا

با هدف آزمایشگاهي  در مقیاس جهش یافته   3هیستاتین 

آن در مقایسه با آنتي بیوتیک  خاصیت ضدمیكروبيافزایش 

 مي باشد. های رایج

 مواد و روشها

 E.coli وE.coli(DH5α) باکتریهای از  پژوهش نیا در

BL21   ازی و ناقل بیاني عنوان ناقل همسانه سبترتیب ب

استافیلوکوکوس اورئوس گرم مثبت باکتری از استفاده شد. 

(ATCC 6538و باکتری گرم منفي ) ( اشریشیاکوليATCC 

نیز برای انجام بررسي خواص ضد میكروبي پپتید ( .32218

-pETو پلاسمید  pGH پلاسمید  مورد نظر استفاده گردید.

32a (+)   سازی و بیاني در  نوان ناقلهای همسانهبعبترتیب

و  BamHI های محدودالاثرآنزیمگردید.  باکتری استفاده

HindIII  و آنزیم DNA T4  تهیه تاکارا لیگاز از شرکت

از محیط کشت لوریا برتاني مایع و جامد جهت  د.شدن

های  مولكولي استفاده کشت باکتری استفاده شد. روش

مي های استاندارد شده در این پژوهش بر اساس روش

 .(24) باشد

هیستاتین ژن کد کننده  ئوتیدی لتوالي نوک سازی:همسانه

با شماره دسترسي  ترتیب  ب پروتئین سومو طبیعي انساني و

Accession BC095438  وAccession N.Q12306.1  از

توالي پپتیدی هیستاتین  دست آمد.ب NCBIپایگاه داده ای 

 د. مشاهده مي شو 2در شكل   و جهش یافته طبیعي

 

 

 .که بصورت ایتالیک نمایش داده شده است تغییر یافته اند 9و 1اسیدهای آمینه در موقعیتهای  . افتهیو جهش  يعیطب نیستاتیه یدیپپت يتوال -2شكل

 نیسیگلبه آلانین و  1امینواسید آسپارتیک اسید در موقعیت 

پس از طراحي و  .تغییر یافت پتوفانیبه تر 9 موقعیت

جهش یافته از طریق  3هیستاتین -سازی ژن سوموبهینه

های همراه جایگاه برش آنزیمهای رایج، توالي بهکدون

در انتهای آن برای  HindIIIدر ابتدا و  BamHIمحدودگر 

 سنتز به شرکت ندای فن ارسال و سپس توالي ژني مورد

کلون  pGHسازی نظر توسط همان شرکت در ناقل همسانه

درون میزبان پس از دریافت، وکتور نوترکیب بشد. 

 مستعد شده بود،  ًکه قبلاDH5αسویه  E.coliباکتریایي 

منظور هدف در میزبان، ب ناقل منتقل شد. پس از تكثیر

بدست آوردن قطعه ابتدا پلاسمید استخراج و بعد توسط 

های محدودگر فوق برش داده شد. سپس پلاسمید آنزیم

pET32a(+) ها برش داده شد و پس نیز توسط همین آنزیم

هم ب 4Tاز مجاورت با قطعه هدف، توسط آنزیم لیگاز 

جاد شده جهت بیان . درنهایت محصول ایشدندمتصل 

مستعد منتقل  E.coli (BL21)درون باکتری پروتئین هدف ب

سازی توسط استخراج . صحت همسانه(18،24)شد 

 از طریق تعیین تواليپلاسمید و برش آنزیمي و نهایتا ً 

 )توسط شرکت ندای فن( تایید گردید.

شده حاوی باکتری ترانسفورم سازی:بیان و خالص

مدت مایع ب LBلیتر محیط میلي 50پلاسمید نوترکیب، در 

ساعت کشت داده شد. سپس این سوسپانسیون  16

مایع منتقل شد  LBلیتر محیط کشت میلي 200میكروبي به 

(. OD 5/0به فاز لگاریتمي برسد )ها تا رشد باکتری

مولار به محیط اضافه میلي 1با غلظت نهایي  IPTGسپس 

درجه سانتیگراد با  30تا بیان پروتئین هدف در دمای  شد

 8و  6، 4، 2القا شود. آنگاه پس از گذشت  rpm100دور 

DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN 32=1پتید طبیعي: پ 

ASHAKRHHWYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN : 32-1پپتیدجهش یافته 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.1.5.9
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با دور برداری شد و ساعت پس از القا، از محیط نمونه

g5000 درجه سانتیگراد  4دقیقه در دمای  5 مدتب

سانتریفوژ شده و پس از خارج کردن محیط رویي، رسوب 

)  ها در بافر لیزدرجه سانتیگراد ذخیره شد. سلول -20در 

، pH=8مولار با  pH ،EDTA 5/0=8مولار با  5/1تریس 

دقیقه روی یخ  20( سوسپانسیون شده و برای %20ساکارز 

روش سونیكاسیون ها بل. سپس سلوگردیدنگهداری 

و با فاصله  80بار با قدرت  4-5دفعات ثانیه ب 30بمدت )

 rpm6000ها با دور نمونه. شدندشكسته  زماني یک دقیقه(

دقیقه سانتریفوژ  25-30مدت سانتیگراد بدرجه  4و دمای 

های کل شده و فاز رویي جهت بررسي الگوی پروتئین

لكتروفورز ژل پلي سلول حاوی پروتئین موردنظر بر روی ا

 12%( SDS-PAGEآکریل آمید سدیم دو دسیل سولفات )

 .(17) برده شد

سازی پروتئین نوترکیب در مرحله اول توسط خالص

کروماتوگرافي تمایلي ستون نیكل انجام شد. ابتدا به 

رسوب باکتری حاصل از القای بیان پروتئین هدف، بافر لیز 

لار اضافه شد. پس از مومیلي 10حاوی ایمیدازول با غلظت 

اضافه کردن رزین ستون نیكل به سوسپانسیون حاصل و 

قرار دادن آن برروی ستون تخلیص، بافر شستشو حاوی 

مولار به آن اضافه شد. میلي 20ایمیدازول با غلظت 

 250درنهایت بافر پاکسازی دارای ایمیدازول با غلظت 

 های ستونمولار به ستون اضافه شده و خروجيمیلي

سازی آوری شده و جهت بررسي صحت خالصجمع

در مرحله دوم،  .(23)برده شد  SDS-PAGEبرروی ژل 

سازی شد تا ایمیدازول آن پروتئین توسط دیالیز خالص

حذف گردد. بدین منظور محلول پروتئیني پس از 

مدت به X1قرارگیری در کیسه دیالیز در بافر فسفات نمكي 

نظور حذف قطعه بمن سسپ .(1)ور شد ساعت غوطه 24

 20 آنزیم سوموپروتئاز استفاده شد. سومو از پپتید،

میكرولیتر آنزیم  10میكروگرم از پروتئین دیالیز شده با 

ترکیب و بافر سوموپروتئاز  میكرولیتر 10سوموپروتئاز و 

درجه سانتیگراد قرار  30ساعت در حمام آب  2-3مدت به

 3پپتید هیستاتینقطعه  خالص سازینظور بم. (14) گرفت

 ,Vivaspin)سانتریكون  از  از سومو، یافتهجهش

Sartorius)  میلي لیتر  2د. بعد از اضافه کردن گردیاستفاده

 و دقیقه 20مدت از پروتئین برش یافته به ستون ب

محلول عبور کرده از  سانتریفیوژ گردید. 4000دور

سانتریكون شامل پپتید خالص شده مي باشد که جهت 

برای  ده گردید.اخاصیت ضد میكروبي از آن استفسنجش 

سنجش غلظت پروتئین از روش برادفورد استفاده گردید 

(5). 

برای سنجش خاصیت  سنجش خاصیت ضدمیکروبی:

میكروبي بررسي کمترین  ضدمیكروبي این پپتید، آزمون

 Minimum inhibitory concentration)غلظت مهارکننده 

(MIC)) ریز رقت سازی( بر روی  از طریق میكروپلیت(

عنوان ب (ATCC6538) اورئوسلوکوکوسیاستافهای باکتری

عنوان ب (ATCC32218) ياکولیشیاشرو  باکتری گرم مثبت

 LBها در محیط این سویه ، انجام شد.گرم منفي باکتری

درجه سانتیگراد  37در دمای  روزشبانه مدت یکمایع ب

به ن باکتریایي نظور تلقیح سوسپانسیوبم انكوبه شدند.

 01/0خانه، این سوسپانسیون به کدورت  96میكروپلیت 

جهش  3پپتید هیستاتینهمچنین  فارلند رسانده شد.نیم مک

صورت سریالي در بافر فسفات نمكي ببرش خورده یافته 

 – 3هیستاتین از پروتئین نوترکیبمولار رقیق شد. میلي 10

پس فاده شد. عنوان کنترل منفي استبرش نخورده بهسومو 

از اضافه کردن حجم مساوی از سوسپانسیون باکتریایي به 

ساعت در  16-24مدت خانه ب 96پپتید، پلیت های محلول

ای که در آخرین خانه درجه سانتیگراد انكوبه شد. 37ای دم

 MICعنوان آن رشد میكروارگانیسم مهار شد، غلظت آن به

 .(2،7،6)  گردیدگزارش 

 نتایج

 پلاسمید ا ابتد  شد،   ذکر ًهمانگونه که قبلا: سازیهمسانه
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pGH درون میزبان باکتریایي ترانسفورم شده ونوترکیب ب 

 راجپس از تكثیر، پلاسمید مذکور مجددا ً از باکتری استخ

های محدودکننده سپس پلاسمید نوترکیب با آنزیمشد. 

BamHI/HindIII  برش داده شده و قطعات حاصل بر روی

 393برده شد. قطعه برش داده شده شامل  %1ژل آگارز 

 (. 3)شكل بود جفت باز 

 
و  BamHIهای توسط آنزیم pGHمحصول برش پلاسمید  -3شكل 

HindIII. 

 (+)pET32aقطعه موردنظر از ژل استخراج و به پلاسمید 

 BamHI/HindIIIهای محدودکننده برش خورده با آنزیم

ه به باکتری متصل گردید. پلاسمید نوترکیب ایجاد شد

E.coli سازی تعدادی نظور تایید همسانهترانسفورم شد. بم

شده کشت داده شد و سپس های باکتری ترانسفورماز کلون

پلاسمید نوترکیب از سلول باکتری استخراج و دوباره 

برش داده  BamHI/HindIIIهای محدودکننده توسط آنزیم

ش تصویر قطعه موردنظر و پلاسمید بر 4شد. در شكل

ها برروی خورده حاصل از استخراج پلاسمید یكي از کلون

سازی نشان داده شده است که صحت همسانه %1ژل آگارز 

 کند.را تایید مي

بیان پروتئین هدف توسط میزبان سازی: بیان و خالص

سازی پلاسمید نوترکیب صورت باکتریایي پس از همسانه

پروتئین  ساعت بعد از القای 8و  6، 4، 2گرفت. پس از 

های پروتئیني استخراج شده بهمراه نمونه قبل هدف، نمونه

 درصد برده شد. SDS-PAGE 12از القا  برروی ژل 

 
 

های و محصول برش آن توسط آنزیم (+)pET32aپلاسمید  -4شكل 

BamHI  وHindIII. 

شود، پروتئین موردنظر مشاهده مي 5همانطور که در شكل 

یافته و با جهش 3یستاتین ه -)دارای توالي پپتیدی سومو

 35تر از باند کیلودالتون( کمي پایین 32وزن حدود 

لقا، اشود. نمونه پروتئیني قبل از مرحله کیلودالتون دیده مي

 في درنظر گرفته شد.عنوان کنترل منبه

 

 

 SDS-PAGEبررسي بیان پروتئین هدف برروی ژل  -5شكل

 6( نمونه پروتئیني 2لقا. ساعت پس از ا 8( نمونه پروتئیني 1.12%

( نمونه 4ساعت پس از القا.  4( نمونه پروتئیني 3ساعت پس از القا. 

( پروتئین سلولي قبل از القای بیان 5ساعت پس از القا.   2پروتئیني 

 عنوان کنترل منفي.به
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سازی پروتئین با استفاده از کروماتوگرافی بررسی خالص

و  4های پروتئیني نهپس از عبور نموتمایلی ستون نیکل: 

ساعت پس از القا ) شرایط بهینه بیان( از ستون  6

 6در شكل ، نتایج حاصل، کروماتوگرافي تمایلي نیكل

قابل مشاهده است که باند  SDS-PAGE 12%برروی ژل 

کیلودالتون قرار  35تر از باند پروتئیني موردنظر اندکي پایین

 دارد.

غلظت پروتئین د: سنجش غلظت پروتئین با روش برادفور

بدست آمد. توسط روش برادفورد  هدف در مراحل مختلف

بافر حاصل از  5از فراکشن بیشترین میزان غلظت پروتئین 

 بدست آمد. µg/ml 1271میزان بستون تخلیص پاکسازی 

 

های حاصل از خالص سازی با فراکشن 11تا  1های . نمونه%12از کروماتوگرافي برروی ژل  های پروتئیني حاصلسازی نمونهنتایج خالص -6شكل 

 کند.کیلودالتوني را مشخص مي 32دهد. علامت فلش باند را نشان مي نمونه کنترل منفي قبل از ستون 12و شماره بافر پاکسازی 

نتایج حاصل از سنجش سنجش خاصیت ضدمیکروبی: 

MIC :تیدی مورد آزمون غلظت محلول پپ بدین شرح است

، 150، 300  600,ترتیب کاهش عبارتند از:ها بدرون چاهک

. لیترمیكروگرم بر میلي 69/4و 375/9، 75/18، 5/37، 75

داشت ناثر  اشریشیاکولي گرم منفي این پپتید برروی باکتری

 استافیلوکوکوس اورئوسبرای باکتری  MICمقدار اما  

µg/ml 150دهنده تاثیر باکتریواستاتیكي نشان بدست آمد که

 پاتوژن نندگي رشد( این پپتید بر روی این  باکتری)مهارک

 باشد.گرم مثبت مي

 گیریبحث و نتیجه

کاتیوني و غني از  ی ضد میكروبيها پپتیدهاهیستاتین

مي باشند که بار مثبت این پپتیدها نقش اساسي  هیستیدین

در این  . (8) در تخریب غشای باکتری ایفا مي کند

 موقعیتدهای یآمینواسدر پژوهش، طراحي جهش 

 به تریپتوفان انجام شد. 9به آلانین و گلیسین  1آسپارتات 

در انتهای آمین باعث مي شود   به آلانین 1آسپارتات تبدیل 

به  9تبدیل گلیسین همچنین . بار منفي پپتید کاهش یابدکه 

یدوی رز تریپتوفان  با این هدف صورت گرفت که

را تسهیل  غشا اتصال پپتید به سطح دولایه، تریپتوفان

 پپتیدضدمیكروبي فعالیت .  نهایتا این تغییرات، کندمي

د ندهمیهای گرم مثبت را افزایش علیه باکتریمورد نظر 

(10) . 

پپتید سومو یكي از پپتیدهای الحاقي بوده که حلالیت و 

نند تاخوردگي پپتید هدف را بهبود بخشیده و هما

کیلودالتون(  2/11دلیل اندازه کوچک خود )تیوردوکسین به

شود که این خصوصیت باعث افزایش کارایي بیان مي

علت نسبت وزني بالای پپتید به ناقل است. علاوه براین، به

وجود آنزیم سوموپروتئاز با اختصاصیت بالا، رهاسازی 

کند که یكي از خصوصیات پپتید هدف را تسهیل مي

فرد این پپتید است. جایگاه برش آنزیم اختصاصي منحصرب

سوموپروتئاز، دو آمینواسید گلیسین انتهایي این فیوژن بوده، 

طوریكه این آنزیم، پپتید هدف را بدون اضافه یا کم به
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کند. همچنین طي کردن حتي یک آمینواسید رها مي

اده شده است که استفاده از سومو مطالعات اخیر نشان د

صرفه است ن پپتیدهای ضدمیكروبي، مقرون بهبیا بمنظور

دلیل کارایي بالای سومو در فرار از که این خصوصیت به

باشد. همچنین با پوشش اثر پروتئازهای داخل سلول مي

اثرات مخرب پپتیدهای ضدمیكروبي، باعث حفاظت میزبان 

جهش یافته  3بیان هیستاتین .( 25، 13)شوند نیز مي

افزایش بیان پروتئین در مقایسه با همراه سومو موجب به

ای که اپنهیم و همكاران کارهای دیگر شده است. در مطالعه

 3انجام دادند توانستند، هیستاتین 3برروی هیستاتین

الحاقي گلوتاتیون ترانسفراز،  نوترکیب را از طریق پپتید

گرم به ازای یک لیتر محیط کشت حاوی میلي 25/3میزان ب

. (19)دست آورند مید نوترکیب بهباکتری دارای پلاس

درحالیكه در مطالعه جاری، میزان پروتئین نوترکیب 

همراه پپتید الحاقي سومو و سایر جهش یافته به 3هیستاتین

 است. mg/l71/12 شده، معادل های پروتئیني اضافهدنباله

های ته علیه باکترییافنشان داد که پپتید جهش MICآزمون 

ها مل کرده و منجربه مهار رشد آنخوبي عگرم مثبت ب

 گرم منفي مشاهده نشد. شود ولي اثری برروی باکتریمي

ای برروی مكانیسم عملكرد یمان و همكاران طي مطالعه

ساکارید پپتیدهای ضدمیكروبي، بیان کردند که لیپوپلي

های گرم منفي، مورد هدف موجود در غشای باکتری

د ولي از آنجائیكه این گیرپپتیدهای ضدمیكروبي قرار مي

های گرم منفي دچار تغییرات )اضافه شدن مر در باکتریپلي

شود، لذا پپتیدهای ضدمیكروبي تاثیر قند، پپتید و...( مي

گذارند. درمقابل، در های گرم منفي ميکمي بر باکتری

های گرم مثبت، اسید تیكوئیک یافت شده که کمتر باکتری

بنابراین اثرات ضدمیكروبي شود، دچار تغییرات فوق مي

های گرم مثبت بیشتر پپتیدهای ضدمیكروبي برروی باکتری

 يقارچ کش تیفعال شیافزا یبرا 1996در  .(29)است 

 نیچند ،يتصادف یيزاموتانت قیاز طر 5 نیستاتیه

شد و در  انیب E.coli زبانیداده و در م رییتغ دینواسیآم

و  13-نیزیل یها دینواسیکه آم دیمشخص گرد تینها

 یبرا ياتیح ي, نقش5 نیستاتیه يدر توال 22-نیآرژن

 شیافزا یبرا 2012 سال. در (27)دارند  يکشقارچ تیفعال

, کیژنت يمهندس قی, از طر3 نیستاتیه يقارچ کش تیفعال

از  يچهار کپ ای, دو, سه کیبا  3 نیستاتیه یهاانتیوار

با  SOE PCR (PCRآن, توسط روش  یعملكرد نیدوم

در  .(28)شدند  جادیگسترش قطعات همپوشان( ا كردیرو

برخي این پژوهش با نتایج مطالعات  MICنتایج  1جدول 

استفاده شده در  یدهای ضدمیكروبي برروی باکتریاز پپت

مقایسه شده است. هرچند این مطالعات  این پژوهش

هایي با کد بانكي متفاوت انجام شده، ولي برروی میكروب

ها یكسان هستند؛ و گونه این میكروب از آنجاییكه جنس

لذا بررسي نتایج این پژوهش با مطالعات فوق از اهمیت 

عملكرد پپتید هیستاتین جهش  هرچند که  برخوردار است.

یافته بروی باکتری های گرم منفي تغییری نكرده است ولي 

باکتریهای گرم مثبت  برعلیه  آنخاصیت ضدمیكروبي 

مورد نظر با  دیپپت MIC زانیم سهیابا مقافزایش یافته است. 

شده  جادیا یهایماریدر درمان ب جیرا یها کیوتیب يانت

اورئوس ، ارزش مطالعه  لوکوکوسیاستاف یتوسط باکتر

 شود. يآشكار م دیپپت نیا یرو

 گیری کلینتیجه

 -بیوتیکپپتیدهای ضدمیكروبي اهداف مطلوبي بعنوان آنتي

 یت خصوصاًسترده فعالدلیل طیف گهای جدید هستند و به

گیرند. های مقاوم به دارو، مورد توجه قرار ميعلیه باکتری

ای از این پپتیدها دارای عنوان خانوادهها بههیستاتین

ها، خاصیت ترین آنخصوصیات متنوعي هستند که مهم

در این  های مقاوم به دارو است.ضدمیكروبي علیه سویه

با هدف افزایش   3پژوهش، طراحي جهش روی هیستاتین 

افزایش بیان  خاصیت ضد میكروبي انجام و سپس بمنظور

همراه این پپتید در مقیاس آزمایشگاهي، توالي ژني آن به

 و سازی زیرهمسانه  E.coliباکتری   پپتید الحاقي سومو در
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 بیان شد.

 ضدمیكروبي. این پژوهش و برخي از مطالعات صورت گرفته بر روی پپتیدهای MICنتایج  -1جدول 

 منبع MIC (µg/ml) آزمون نمونه نوع كروبیم

 مطالعه نیا 150 افتهی جهش 3 نیستاتیه دیپپت اورئوس لوکوکوسیاستاف

 (21)  >400 نیتیبوچ

 (21) 250 سولفاتBنیكسیم يپل

 (21) >250 نیپروفلوکسازیس 

-LL-13، LL)  هانیدیسیکاتل

17) 

256< (26) 

 1000 (4) (HNP-1) 1نیفنسید آلفا

 500 (4) (hBD-1) 1نیفنسید بتا

 (4) 2000 میسفوتاکس
 

 اثر ضد میكروبي این پپتید روی باکتری

باکتری های مقاوم به آنتي که از  اورئوساستافیلوکوکوس

مطالعه روی این پپتید را نشان مي  ارزش ،بیوتیک است

امید است که از این پپتید در صنایع دارویي و  دهد.

بیوتیک جدید یا درکنار عنوان آنتيكي، بهپزش

ها، بهره های سنتي برای افزایش کارایي آنبیوتیکآنتي

 گرفت.
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Abstract 

Antimicrobial peptides are desirable targets as new antibiotics. Histatin peptides belong 

to a family of antimicrobial peptides that are rich in histidine amino acids. Human 

histatin 3 functionally has both antimicrobial and wound healing properties. In this 

study, the mutation design of histatin 3 peptide were performed. Then, in order to 

produce this peptide on a laboratory scale, its sequencing followed by Sumo fusion 

peptide in E.coli was cloned and expressed and then purified by Ni++ affinity 

chromatography technique and the results were analyzed by SDS-PAGE technique. The 

results of its microbiological tests (MIC) indicate the value of this peptide, which is 

effective on gram positive bacteria such as Staphylococcus aureus. According to this 

research, the antimicrobial activity of this peptide and the possibility of its production, it 

is hoped to use this peptide in the pharmaceutical and medical industries as new 

antibiotics or in addition to traditional antibiotics to increase their efficiency. 

Key words: Antimicrobial peptides, Mutated Histatin3, cloning & expression, 

purification, Antimicrobial properties 
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