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و بررسي اثرات ضد  جهش يافته 3پپتيد هيستاتين  و خالص سازي بيانكلونينگ، طراحي،
  ميكروبي آن

 2و4االله همتي روحو  4، كريم مهنام*2،3، بهناز صفار1زهرا توكلي

  دانشكده علوم پايه، گروه سلولي و مولكولي ،دانشگاه شهركرد شهركرد،، ايران 1
  وهشكده زيست فناوريپژ ،دانشگاه شهركرد شهركرد،، ايران 2
  گروه ژنتيك دانشكده علوم، ،دانشگاه شهركرد شهركرد،، ايران 3

  زيست شناسيگروه  دانشكده علوم، ،دانشگاه شهركرد شهركرد،ايران،  4

  24/02/1399 :تاريخ پذيرش  16/05/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

ني از  اسيد آمينه پپتيدهاي غ  ،پپتيدهاي هيستاتين. ستندهاي جديد ه بيوتيك عنوان آنتييدهاي ضدميكروبي اهداف مطلوبي بپپت
انساني، از نظر عملكردي هم خاصيت  3هيستاتين  .پپتيدهاي ضد ميكروبي تعلق دارند از خانوادهيك هيستيدين هستند كه به 

توليد اين   بمنظورسپس . انجام شد 3در اين پژوهش، طراحي جهش پپتيد هيستاتين. ضدميكروبي و هم خاصيت التيام زخم دارد
بيان شد و پس از آن  همسانه سازي و  E.coliهمراه پپتيد الحاقي سومو در باكتري  پپتيد در مقياس آزمايشگاهي، توالي ژني آن به

هاي   نتايج آزمون. بررسي شد SDS-PAGEخالص گرديد و نتايج آن با تكنيك  كروماتوگرافي تمايلي ستون نيكل  توسط تكنيك
كه  استافيلوكوكوس اورئوس گرم مثبت  ن پپتيد بوده كه برروي باكتريدهنده ارزش اي ، نشان)MICآزمون سنجش (ميكروبي آن 
توجه به پژوهش انجام شده، فعاليت ضدميكروبي اين پپتيد با  .اثيرگذار استباشد، ت مي مقاوم به داروبيمارستاني هاي  جز پاتوژن

هاي  بيوتيك بيوتيك جديد يا دركنار آنتي نوان آنتيبع تيد در صنايع دارويي و پزشكي، پپو امكان توليد آن، اميد است كه از اين 
  .ها، بهره گرفت سنتي براي افزايش كارايي آن

 ، خواص ضد ميكروبي، كلون و بيان، خالص سازيجهش يافته 3 پپتيدهاي ضدميكروبي، هيستاتين :كليدي واژه هاي

 saffar_b@sku.ac.ir: پست الكترونيكي ، 03832324419: تلفن: نويسنده مسئول* 

  مقدمه
، اجزاي سيستم ايمني ذاتي )AMPs(پپتيدهاي ضدميكروبي 

هاي مهاجم را در  اولين خط دفاعي عليه پاتوژنو هستند 
اين پپتيدها،  .دهند ل مييشكتها  بسياري از ارگانيسم

داراي  هستند كه) پاتيك آمفي( يي دوگانه دوستملكولها
همين دليل به آنها ب، باشند خصوصيات ضد ميكروبي مي

  .)22( هاي طبيعي گفته مي شود بيوتيك آنتي

ها يك خانواده از پپتيدهاي ضدميكروبي موجود  هيستاتين
ها  هيستاتين. ها هستند در بزاق انسان و ساير پريمات

اد آمينواسيدهاي پپتيدهاي غني از هيستيدين بوده كه  تعد
متغيير است و با  غلظتي  38تا  7تشكيل دهنده آنها از 

ميكرومولار توسط غدد بناگوشي، زيرفكي  50-425حدود 
همگي تركيب اين پپتيدها . شوند و زير زباني ترشح مي

آمينواسيدي مشابهي دارند و بنابراين احتمالاً حاصل 
براساس . اند ساز بزرگتر بوده شكست پروتئوليتيك يك پيش

پپتيدهاي , خصوصيات شيميايي و توالي آمينواسيدي
) نوع پپتيد هيستاتين12(ها وجود دارد  متنوعي از هيستاتين
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بازوي بلند  13كه همه آنها از دو جايگاه ژني بر روي باند 
رايج ترين . گيرند انساني، منشاء مي 4كروموزوم 

 :هاي طبيعي يافت شده در بزاق عبارتند از هيستاتين
آمينواسيد و وزن ملكولي  تقريبا  38داراي ( 1هيستاتين 

, )فسفريله است 2-دالتون كه در رزيدوي سرين 4929
 4063آمينو اسيد و وزن ملكولي  32داراي ( 3هيستاتين 

آمينو اسيد و وزن ملكولي  24داراي ( 5و هيستاتين ) دالتون

محصول دو ژن  3و هيستاتين  1هيستاتين ). دالتون 3037
his1  وhis2 ها محصول هضم  بوده و ساير هيستاتين

 ها، نيستاتيساختار ه ).1شكل (پروتئوليتيكي آنها هستند 
ساختار   ياست كه  دارا يا ، به گونه5و  3 نيستاتيه ژهيوب

 طيدر مح ليو ساختار رندوم كو زيآبگر طيدر مح يچيمارپ
  .)15(هستند يآب

  
  .)15(بزاق انسان  3  نيستاتيكدكننده ه از ژن ييشما -1شكل 

توسط هولبروك و  1973اولين بار در ها  هيستاتين
عنوان پپتيدهايي كه فعاليت گليكوليزي  همكارش، به
در  .)9( دهند، معرفي شدند ها را افزايش مي ميكروارگانيسم

را از انسان  5و  3، 1اوپنهيم و همكاران، هيستاتين  1988
ي مايع با عملكرد بالا توسط فيلتراسيون ژلي و كروماتوگراف

)HPLC( خاصيت ، جداسازي كردند كه هر سه هيستاتين
   .)20(.ضد ميكروبي و هم خاصيت التيام زخم دارند

ها را به دو گروه داراي خاصيت ضدميكروبي  اگر هيستاتين
بندي كنيم؛  قوي و گروه واجد خاصيت التيام زخم  طبقه

ه بر اين، علاو. حد واسط اين دو گروه است 3هيستاتين 
اندك است كه حدي رات پس از ترجمه اين هيستاتين بتغيي

امكان بيان مطلوب و عملكرد درست را از طريق توليد در 
بنابراين هيستاتين . ) 11، 20( كند ميزبان باكتريايي فراهم مي

يك پروتئين مطلوب جهت كاربردهاي درماني به شمار  3
   .رود مي

  مشكل  دو  با  باكتريايي ني بيا در سيستم  3بيان هيستاتين 

طور بالقوه كشنده ب دهايپپت نيا) الف: جدي روبرو است
اندازه كوچك ) ب. هستند كننده خودديتول باكتريايي زبانيم

حل موثر  راه. شود آنها نيز باعث تخريب زودهنگام آنها مي
براي غلبه بر اين دو مشكل، افزودن يك پروتئين الحاقي به 

بعدا توسط برش شيميايي و يا آنزيمي  پپتيد هدف است كه
هاي الحاقي،  ينيكي ازاين پروتئ .)22( جدا شود

 SUMO: Small Ubiquitin_like( هاي سومو پروتئين

Modifire( دليل خاصيت چاپروني باعث كه بهستند
افزايش حلاليت، تاخوردگي مناسب پروتئين نوتركيب و 

 ك آن مي شوديژنهايتا باعث افزايش بيان و  فعاليت بيولو
)16،9(.   

صورت طبيعي فعاليت بسياري از پپتيدهاي ضدميكروبي ب
نوان عوامل آنها بع كافي نداشته و بايستي قبل از استفاده از

پپتيدهاي ضدميكروبي نيز . سازي شوند درماني، بهينه
آمينواسيد هاي مناسب، بهينه  توانند با جايگزين كردن مي

جهش  جادياهينه سازي از روشهاي ب  يكي .) 22 (شوند 
شده براساس  جاديا يها است، هرچند كه جهش
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 نيا شيدر افزا يريبوده و تأث يتصادف ييزا موتانت
 هدفمند يها جهش كهيدرحال. نداشته است اتيخصوص

 شيافزا يتلاش برا نيبنابرا. شود ياعمال م ديپپت يبررو
آنها  يداريپا شيافزا ايو  دهايپپت نيا يكروبيضدم تيخاص

توليد هدف از اين پژوهش . )12( تاس تيائز اهمح
با هدف آزمايشگاهي  در مقياس جهش يافته   3هيستاتين 

آن در مقايسه با آنتي بيوتيك  خاصيت ضدميكروبيافزايش 
 .مي باشد هاي رايج

  مواد و روشها
 E.coli وE.coli(DH5α) باكتريهاي از  پژوهش نيا در

BL21   سازي و ناقل بياني عنوان ناقل همسانه بترتيب ب
استافيلوكوكوس اورئوس گرم مثبت باكتري از . استفاده شد

)ATCC 6538 (اشريشياكولي  و باكتري گرم منفي)ATCC 

نيز براي انجام بررسي خواص ضد ميكروبي پپتيد ) .32218

-pETو پلاسميد  pGH پلاسميد  .مورد نظر استفاده گرديد

32a (+)   ه سازي و بياني در نوان ناقلهاي همسانبعبترتيب
و  BamHI هاي محدودالاثرآنزيم. گرديد باكتري استفاده

HindIII  و آنزيم DNA T4  تهيه تاكارا ليگاز از شركت
از محيط كشت لوريا برتاني مايع و جامد جهت  .دشدن

هاي  مولكولي استفاده روش. كشت باكتري استفاده شد
مي  هاي استانداردشده در اين پژوهش بر اساس روش

  .)24( باشد

هيستاتين ژن كد كننده  ئوتيدي لتوالي نوك :سازي همسانه
با شماره دسترسي  ترتيب  ب پروتئين سومو طبيعي انساني و

Accession BC095438  وAccession N.Q12306.1  از
توالي پپتيدي هيستاتين  .دست آمدب NCBIپايگاه داده اي 

  . ودمشاهده مي ش 2در شكل   و جهش يافته طبيعي

 

 

  .كه بصورت ايتاليك نمايش داده شده است تغيير يافته اند 9و 1اسيدهاي آمينه در موقعيتهاي  . افتهيو جهش  يعيطب نيستاتيه يديپپت يتوال -2شكل

 نيسيگلبه آلانين و  1امينواسيد آسپارتيك اسيد در موقعيت 
پس از طراحي و  .تتغيير ياف پتوفانيبه تر 9 موقعيت

جهش يافته از طريق  3هيستاتين -سازي ژن سومو بهينه
هاي  همراه جايگاه برش آنزيم هاي رايج، توالي به كدون

در انتهاي آن براي  HindIIIدر ابتدا و  BamHIمحدودگر 
 سنتز به شركت نداي فن ارسال و سپس توالي ژني مورد

كلون  pGHسازي  نظر توسط همان شركت در ناقل همسانه
درون ميزبان پس از دريافت، وكتور نوتركيب ب. شد

ً مستعد شده بود،  كه قبلاDH5αسويه  E.coliباكتريايي 
منظور هدف در ميزبان، ب ناقل پس از تكثير. منتقل شد

بدست آوردن قطعه ابتدا پلاسميد استخراج و بعد توسط 
سپس پلاسميد . هاي محدودگر فوق برش داده شد آنزيم

pET32a(+) ها برش داده شد و پس  نيز توسط همين آنزيم
هم ب T4از مجاورت با قطعه هدف، توسط آنزيم ليگاز 

جاد شده جهت بيان درنهايت محصول اي. شدندمتصل 
مستعد منتقل  E.coli (BL21)درون باكتري پروتئين هدف ب

سازي توسط استخراج  صحت همسانه. )18،24(شد 
 از طريق تعيين توالي پلاسميد و برش آنزيمي و نهايتا ً

  .تاييد گرديد) توسط شركت نداي فن(

شده حاوي  باكتري ترانسفورم :سازي بيان و خالص
مدت مايع ب LBليتر محيط  ميلي 50پلاسميد نوتركيب، در 

سپس اين سوسپانسيون . ساعت كشت داده شد 16
مايع منتقل شد  LBليتر محيط كشت  ميلي 200ميكروبي به 

).  5/0OD(به فاز لگاريتمي برسد  ها تا رشد باكتري
مولار به محيط اضافه  ميلي 1با غلظت نهايي  IPTGسپس 

درجه سانتيگراد با  30تا بيان پروتئين هدف در دماي  شد
 8و  6، 4، 2آنگاه پس از گذشت . القا شود rpm100دور 

DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN  :32=1پپتيد طبيعي 

ASHAKRHHWYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN : 32-1پپتيدجهش يافته  
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با دور برداري شد و  ساعت پس از القا، از محيط نمونه
g5000 درجه سانتيگراد  4دقيقه در دماي  5ت مدب

سانتريفوژ شده و پس از خارج كردن محيط رويي، رسوب 
(  ها در بافر ليز سلول. درجه سانتيگراد ذخيره شد - 20در 

، pH=8مولار با  pH ،EDTA 5/0=8مولار با  5/1تريس 
دقيقه روي يخ  20سوسپانسيون شده و براي %) 20ساكارز 

روش سونيكاسيون ها ب ولسپس سل. گرديدنگهداري 
و با فاصله  80بار با قدرت  4-5دفعات ثانيه ب 30بمدت (

 rpm6000ها با دور  نمونه. شدندشكسته  )زماني يك دقيقه
دقيقه سانتريفوژ  25-30مدت سانتيگراد بدرجه  4و دماي 

هاي كل  شده و فاز رويي جهت بررسي الگوي پروتئين
الكتروفورز ژل پلي سلول حاوي پروتئين موردنظر بر روي 
% SDS-PAGE (12(آكريل آميد سديم دو دسيل سولفات 

  .)17( برده شد

سازي پروتئين نوتركيب در مرحله اول توسط  خالص
ابتدا به . كروماتوگرافي تمايلي ستون نيكل انجام شد

رسوب باكتري حاصل از القاي بيان پروتئين هدف، بافر ليز 
پس از . ولار اضافه شدم ميلي 10حاوي ايميدازول با غلظت 

اضافه كردن رزين ستون نيكل به سوسپانسيون حاصل و 
قرار دادن آن برروي ستون تخليص، بافر شستشو حاوي 

. مولار به آن اضافه شد ميلي 20ايميدازول با غلظت 
 250درنهايت بافر پاكسازي داراي ايميدازول با غلظت 

ن هاي ستو مولار به ستون اضافه شده و خروجي ميلي
سازي  آوري شده و جهت بررسي صحت خالص جمع

در مرحله دوم،  .)23(برده شد  SDS-PAGEبرروي ژل 
سازي شد تا ايميدازول آن  پروتئين توسط دياليز خالص

بدين منظور محلول پروتئيني پس از . حذف گردد
مدت  به X1قرارگيري در كيسه دياليز در بافر فسفات نمكي 

نظور حذف قطعه بمن پسس .)1(ور شد  ساعت غوطه 24
 20 .آنزيم سوموپروتئاز استفاده شد سومو از پپتيد،

ميكروليتر آنزيم  10ميكروگرم از پروتئين دياليز شده با 
تركيب و بافر سوموپروتئاز  ميكروليتر 10سوموپروتئاز و 

درجه سانتيگراد قرار  30ساعت در حمام آب  2-3مدت  به
 3پپتيد هيستاتين قطعه خالص سازينظور بم . )14( گرفت
 ,Vivaspin)سانتريكون  از  از سومو، يافته جهش

Sartorius)  ميلي ليتر  2بعد از اضافه كردن . دگردياستفاده
 و دقيقه 20مدت از پروتئين برش يافته به ستون ب

محلول عبور كرده از  .سانتريفيوژ گرديد 4000دور
سانتريكون شامل پپتيد خالص شده مي باشد كه جهت 

براي  .ده گرديداخاصيت ضد ميكروبي از آن استف سنجش
سنجش غلظت پروتئين از روش برادفورد استفاده گرديد 

)5(.  

براي سنجش خاصيت  :سنجش خاصيت ضدميكروبي
ميكروبي بررسي كمترين   ضدميكروبي اين پپتيد، آزمون

 Minimum inhibitory concentration(غلظت مهاركننده 

(MIC)( ت از طريق ميكروپلي)بر روي ) ريز رقت سازي
عنوان ب )ATCC6538( اورئوسلوكوكوسياستافهاي  باكتري

عنوان ب )ATCC32218( ياكوليشياشرو  باكتري گرم مثبت
 LBها در محيط  اين سويه .، انجام شدگرم منفي باكتري
درجه سانتيگراد  37در دماي  روز شبانه مدت يكمايع ب

به ون باكتريايي نظور تلقيح سوسپانسيبم .انكوبه شدند
 01/0خانه، اين سوسپانسيون به كدورت  96ميكروپليت 

جهش  3پپتيد هيستاتينهمچنين  .فارلند رسانده شد نيم مك
صورت سريالي در بافر فسفات نمكي ببرش خورده يافته 

 – 3هيستاتين از پروتئين نوتركيب. مولار رقيق شد ميلي 10
پس . تفاده شدعنوان كنترل منفي اس برش نخورده بهسومو 

از اضافه كردن حجم مساوي از سوسپانسيون باكتريايي به 
ساعت در  16- 24مدت خانه ب 96پپتيد، پليت هاي  محلول

اي كه در  آخرين خانه .درجه سانتيگراد انكوبه شد 37اي دم
 MICعنوان  آن رشد ميكروارگانيسم مهار شد، غلظت آن به

  .)2،7،6(  گرديدگزارش 

  نتايج
  پلاسميد ابتدا   شد،  ً ذكر همانگونه كه قبلا: يساز همسانه
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pGH درون ميزبان باكتريايي ترانسفورم شده و نوتركيب ب
پس از تكثير، پلاسميد مذكور مجددا ً از باكتري استخراج 

هاي محدودكننده  سپس پلاسميد نوتركيب با آنزيم. شد
BamHI/HindIII  برش داده شده و قطعات حاصل بر روي

 393قطعه برش داده شده شامل . برده شد% 1ژل آگارز 
  ). 3شكل (بود جفت باز 

  
و  BamHIهاي  توسط آنزيم pGHمحصول برش پلاسميد  -3شكل 

HindIII.  

 (+)pET32aقطعه موردنظر از ژل استخراج و به پلاسميد 
 BamHI/HindIIIهاي محدودكننده  برش خورده با آنزيم

ده به باكتري پلاسميد نوتركيب ايجاد ش. متصل گرديد
E.coli سازي تعدادي  نظور تاييد همسانهبم. ترانسفورم شد
شده كشت داده شد و سپس  هاي باكتري ترانسفورم از كلون

پلاسميد نوتركيب از سلول باكتري استخراج و دوباره 
برش داده  BamHI/HindIIIهاي محدودكننده  توسط آنزيم

رش تصوير قطعه موردنظر و پلاسميد ب 4در شكل. شد
ها برروي  خورده حاصل از استخراج پلاسميد يكي از كلون

سازي  نشان داده شده است كه صحت همسانه% 1ژل آگارز 
  .كند را تاييد مي

بيان پروتئين هدف توسط ميزبان : سازي بيان و خالص
سازي پلاسميد نوتركيب صورت  باكتريايي پس از همسانه

ي پروتئين ساعت بعد از القا 8و  6، 4، 2پس از . گرفت
هاي پروتئيني استخراج شده بهمراه نمونه قبل  هدف، نمونه

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

  
  

هاي  و محصول برش آن توسط آنزيم (+)pET32aپلاسميد  -4شكل 
BamHI  وHindIII.  

شود، پروتئين موردنظر  مشاهده مي 5همانطور كه در شكل 
يافته و با  جهش 3هيستاتين  - وداراي توالي پپتيدي سوم(

 35تر از باند  كمي پايين) كيلودالتون 32وزن حدود 
نمونه پروتئيني قبل از مرحله القا، . شود كيلودالتون ديده مي

  .عنوان كنترل منفي درنظر گرفته شد به

  

  
 SDS-PAGEبررسي بيان پروتئين هدف برروي ژل  -5شكل

 6نمونه پروتئيني ) 2. القاساعت پس از  8نمونه پروتئيني ) %1.12
نمونه ) 4. ساعت پس از القا 4نمونه پروتئيني ) 3. ساعت پس از القا

پروتئين سلولي قبل از القاي بيان ) 5.  ساعت پس از القا 2پروتئيني 
  .عنوان كنترل منفي به
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سازي پروتئين با استفاده از كروماتوگرافي  بررسي خالص
و  4هاي پروتئيني  ونهپس از عبور نم: تمايلي ستون نيكل

از ستون ) شرايط بهينه بيان( ساعت پس از القا  6
 6در شكل ، نتايج حاصل، كروماتوگرافي تمايلي نيكل

قابل مشاهده است كه باند % SDS-PAGE 12برروي ژل 

كيلودالتون قرار  35تر از باند  پروتئيني موردنظر اندكي پايين
  .دارد

غلظت پروتئين : ردسنجش غلظت پروتئين با روش برادفو
. بدست آمدتوسط روش برادفورد  هدف در مراحل مختلف

بافر حاصل از  5از فراكشن بيشترين ميزان غلظت پروتئين 
  .بدست آمد µg/ml 1271ميزان بستون تخليص پاكسازي 

  
هاي حاصل از خالص سازي با  فراكشن 11تا  1هاي  نمونه%. 12از كروماتوگرافي برروي ژل  هاي پروتئيني حاصل سازي نمونه نتايج خالص -6شكل 

  .كند كيلودالتوني را مشخص مي 32علامت فلش باند . دهد را نشان مي نمونه كنترل منفي قبل از ستون 12و شماره بافر پاكسازي 

نتايج حاصل از سنجش : سنجش خاصيت ضدميكروبي
MIC تيدي مورد آزمون غلظت محلول پپ :بدين شرح است

، 150، 300  600,:ترتيب كاهش عبارتند ازها ب درون چاهك
. ليتر ميكروگرم بر ميلي 69/4و 375/9، 75/18، 5/37، 75

اثر نداشت  اشريشياكولي گرم منفي  اين پپتيد برروي باكتري
 استافيلوكوكوس اورئوسبراي باكتري  MICمقدار اما  

µg/ml 150دهنده تاثير باكتريواستاتيكي  نشان بدست آمد كه
پاتوژن   اين پپتيد بر روي اين  باكتري) نندگي رشدمهارك(

  .باشد گرم مثبت مي

  گيري بحث و نتيجه
كاتيوني و غني از  ي ضد ميكروبيها پپتيدها هيستاتين
مي باشند كه بار مثبت اين پپتيدها نقش اساسي  هيستيدين

در اين  . )8( در تخريب غشاي باكتري ايفا مي كند
  موقعيتدهاي يآمينواسدر پژوهش، طراحي جهش 

 .به تريپتوفان انجام شد 9به آلانين و گليسين  1آسپارتات 
در انتهاي آمين باعث مي شود   به آلانين 1آسپارتات تبديل 

به  9تبديل گليسين همچنين . بار منفي پپتيد كاهش يابدكه 
يدوي رز تريپتوفان  با اين هدف صورت گرفت كه

را تسهيل  غشا اتصال پپتيد به سطح دولايه، تريپتوفان
 پپتيدضدميكروبي فعاليت نهايتا اين تغييرات، .  كند مي

د ندهميهاي گرم مثبت را افزايش  عليه باكتريمورد نظر 
)10( . 

پپتيد سومو يكي از پپتيدهاي الحاقي بوده كه حلاليت و 
نند تاخوردگي پپتيد هدف را بهبود بخشيده و هما

) كيلودالتون 2/11(دليل اندازه كوچك خود  تيوردوكسين به
شود كه اين خصوصيت  باعث افزايش كارايي بيان مي

علاوه براين، . علت نسبت وزني بالاي پپتيد به ناقل است به
وجود آنزيم سوموپروتئاز با اختصاصيت بالا، رهاسازي 

كند كه يكي از خصوصيات  پپتيد هدف را تسهيل مي
جايگاه برش آنزيم اختصاصي . فرد اين پپتيد استمنحصرب

سوموپروتئاز، دو آمينواسيد گليسين انتهايي اين فيوژن بوده، 
طوريكه اين آنزيم، پپتيد هدف را بدون اضافه يا كم  به
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همچنين طي . كند كردن حتي يك آمينواسيد رها مي
اده شده است كه استفاده از سومو مطالعات اخير نشان د

صرفه است  ن پپتيدهاي ضدميكروبي، مقرون بهبيا بمنظور
دليل كارايي بالاي سومو در فرار از  كه اين خصوصيت به

همچنين با پوشش . باشد اثر پروتئازهاي داخل سلول مي
اثرات مخرب پپتيدهاي ضدميكروبي، باعث حفاظت ميزبان 

جهش يافته  3بيان هيستاتين .) 25، 13(شوند  نيز مي
افزايش بيان پروتئين در مقايسه با همراه سومو موجب  به

اي كه اپنهيم و همكاران  در مطالعه. كارهاي ديگر شده است
 3انجام دادند توانستند، هيستاتين 3برروي هيستاتين

الحاقي گلوتاتيون ترانسفراز،  نوتركيب را از طريق پپتيد
گرم به ازاي يك ليتر محيط كشت حاوي  ميلي 25/3ميزان ب

. )19(دست آورند  ميد نوتركيب بهباكتري داراي پلاس
درحاليكه در مطالعه جاري، ميزان پروتئين نوتركيب 

همراه پپتيد الحاقي سومو و ساير  جهش يافته به 3هيستاتين
  .است mg/l71/12 شده، معادل  هاي پروتئيني اضافه دنباله

هاي   ته عليه باكتريياف نشان داد كه پپتيد جهش MICآزمون 
ها  مل كرده و منجربه مهار رشد آنخوبي عگرم مثبت ب

 .گرم منفي مشاهده نشد  شود ولي اثري برروي باكتري مي
اي برروي مكانيسم عملكرد  يمان و همكاران طي مطالعه

ساكاريد  پپتيدهاي ضدميكروبي، بيان كردند كه ليپوپلي
هاي گرم منفي، مورد هدف  موجود در غشاي باكتري

د ولي از آنجائيكه اين گير پپتيدهاي ضدميكروبي قرار مي
اضافه شدن (هاي گرم منفي دچار تغييرات  مر در باكتري پلي

شود، لذا پپتيدهاي ضدميكروبي تاثير  مي...) قند، پپتيد و
درمقابل، در . گذارند هاي گرم منفي مي كمي بر باكتري

هاي گرم مثبت، اسيد تيكوئيك يافت شده كه كمتر  باكتري
بنابراين اثرات ضدميكروبي شود،  دچار تغييرات فوق مي

هاي گرم مثبت بيشتر  پپتيدهاي ضدميكروبي برروي باكتري
 يقارچ كش تيفعال شيافزا يبرا 1996در  .)29(است 

 نيچند ،يتصادف ييزا موتانت قياز طر 5 نيستاتيه
شد و در  انيب E.coli زبانيداده و در م رييتغ دينواسيآم

و  13-نيزيل يها دينواسيكه آم ديمشخص گرد تينها
 يبرا ياتيح ينقش, 5 نيستاتيه يدر توال 22-نيآرژن
 شيافزا يبرا 2012 سالدر . )27(دارند  يكش قارچ تيفعال
, كيژنت يمهندس قياز طر, 3 نيستاتيه يقارچ كش تيفعال
از  يچهار كپ ايسه , دو, كيبا  3 نيستاتيه يها انتيوار
با  SOE PCR )PCRتوسط روش , آن يعملكرد نيدوم
در  .)28(شدند  جاديا) گسترش قطعات همپوشان كرديرو

برخي اين پژوهش با نتايج مطالعات  MICنتايج  1جدول 
استفاده شده در   يدهاي ضدميكروبي برروي باكترياز پپت

هرچند اين مطالعات . مقايسه شده است اين پژوهش
هايي با كد بانكي متفاوت انجام شده، ولي  برروي ميكروب

ها يكسان هستند؛  و گونه اين ميكروب از آنجاييكه جنس
لذا بررسي نتايج اين پژوهش با مطالعات فوق از اهميت 

عملكرد پپتيد هيستاتين جهش  هرچند كه  .برخوردار است
يافته بروي باكتري هاي گرم منفي تغييري نكرده است ولي 

باكتريهاي گرم مثبت  برعليه  آنخاصيت ضدميكروبي 
مورد نظر  ديپپت MIC زانيم سهيابا مق. افزايش يافته است

شده  جاديا يهايماريدر درمان ب جيرا يها كيوتيب يبا انت
اورئوس ، ارزش مطالعه  لوكوكوسياستاف يتوسط باكتر

  .شود يآشكار م ديپپت نيا يرو

  گيري كلي نتيجه

  -بيوتيك پپتيدهاي ضدميكروبي اهداف مطلوبي بعنوان آنتي

 سترده فعاليت خصوصاًدليل طيف گ هاي جديد هستند و به 
. گيرند هاي مقاوم به دارو، مورد توجه قرار مي عليه باكتري

اي از اين پپتيدها داراي  عنوان خانواده ها به هيستاتين
ها، خاصيت  ترين آن خصوصيات متنوعي هستند كه مهم

در اين  .هاي مقاوم به دارو است  ضدميكروبي عليه سويه
با هدف افزايش   3پژوهش، طراحي جهش روي هيستاتين 

افزايش بيان   خاصيت ضد ميكروبي انجام و سپس بمنظور
همراه  اين پپتيد در مقياس آزمايشگاهي، توالي ژني آن به

  و سازي  زيرهمسانه  E.coliباكتري   پپتيد الحاقي سومو در
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  .بيان شد
  .ضدميكروبي اين پژوهش و برخي از مطالعات صورت گرفته بر روي پپتيدهاي MICنتايج  -1جدول 

  منبع  MIC (µg/ml) آزموننمونهنوع  كروبيم
  مطالعه نيا  150  افتهي جهش 3 نيستاتيه ديپپت  اورئوس لوكوكوسياستاف

  )21(   <400  نيتيبوچ
  )21(  250  سولفاتBنيكسيم يپل

  )21(  <250  نيپروفلوكسازيس  
-LL-13، LL(  ها نيديسيكاتل

17(  
256>  )26(  

  )HNP-1( 1000 )4(1نيفنسيدآلفا
  )hBD-1( 500 )4(1نيفنسيدبتا

  )4( 2000 ميسفوتاكس
  

  اثر ضد ميكروبي اين پپتيد روي باكتري
باكتري هاي مقاوم به آنتي كه از  اورئوس استافيلوكوكوس
مطالعه روي اين پپتيد را نشان مي  ارزش ،بيوتيك است

اميد است كه از اين پپتيد در صنايع دارويي و  .دهد

بيوتيك جديد يا دركنار  عنوان آنتي كي، بهپزش
ها، بهره  هاي سنتي براي افزايش كارايي آن بيوتيك آنتي

  .گرفت

  منابع
1- Andrew SM, Titus JA, Zumestein L. 2001. 

Dialysis and concentration of protein solutions. 
Current Protocols in Immunology A. 3H. 5. 

2- Andrews JM. 2001. Determination of minimum 
inhibitory concentrations. Journal of 
antimicrobial Chemotherapy. 5-16. 

3- Bahar AA, Ren D. 2013.Antimicrobial peptides. 
Pharmaceuticals. 6(12):1543-75. 

4- Bolatchiev A, Baturin V, Bazikov I, Maltsev A, 
Kunitsina E. 2019. Effect of Antimicrobial 
Peptides HNP-1 and hBD-1 on Staphylococcus 
aureus Clinical Strains in vitro and in vivo. 
bioRxiv. 578278. 

5- Bradford MM. 1976. A rapid and sensitive 
method for the quantitation of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of 
protein-dye binding. Analytical biochemistry. 
72(1-2):248-54. 

6- Cockerill FR. 2012. Clinical, Institute LS. 

Performance standards for antimicrobial 
susceptibility testing: twenty-second 
informational supplement;[... provides updated 

tables for... M02-A11 and M07-A9]: National 
Committee for Clinical Laboratory Standards. 

7- Coyle MB. 2005. Manual of antimicrobial 

susceptibility testing: BCIT Imaging Services. 

8- Crusca Jr E, Câmara AS, Matos CO, Marchetto 
R, Cilli EM, Lião LM ,et al. 2017. NMR 

structures and molecular dynamics simulation of 
hylin‐a1 peptide analogs interacting with 
micelles. Journal of Peptide Science. 23(6):421-
30. 

9- De Smet K, Contreras R.2005. Human 
antimicrobial peptides: defensins, cathelicidins 
and histatins. Biotechnology letters. 
27(18):1337-47 

10- Dong W, Mao X, Guan Y, Kang Y, Shang D. 
2017. Antimicrobial and anti-inflammatory 
activities of three chensinin-1 peptides 
containing mutation of glycine and histidine 
residues. Scientific Reports. 7:40228. 

11- Khurshid Z, Najeeb S, Mali M, Moin SF, Raza 
SQ, Zohaib S, et al. 2016. Histatin peptides: 
Pharmacological functions and their applications 



 1401، 1، شماره 35جلد                                                 )                          مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

 
  

          DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.1.5.9

in dentistry. Saudi Pharmaceutical Journal. 
25:25-31. 

12- Langham A, Kaznessis YN. 2010. Molecular 
simulations of antimicrobial peptides. 
Antimicrobial Peptides: Methods and Protocols. 

13- Li Y. 2011. Recombinant production of 
antimicrobial peptides in Escherichia coli: a 
review. Protein expression and purification. 
80(2):260-7. 

14- Malakhov MP, Mattern MR ,Malakhova OA, 

Drinker M, Weeks SD, Butt TR. 2004. SUMO 
fusions and SUMO-specific protease for 
efficient expression and purification of proteins. 
Journal of structural and functional genomics. 
5(1-2):75-86. 

15- Melino S, Santone C, Di Nardo P, Sarkar B. 
2014. Histatins: salivary peptides with copper 
(II) and zinc (II) binding motifs. FEBS Journal. 
281(3):657-72  

16- Mortazavi M, Saffar B, Mirakhorli N, Dehkordi 
MM. 2014. Design, Synthesis, Molecular 
Cloning and Expression Evaluation of Wheat 
(Triticumaestivum) Defensin Protein in E.coli 
Host. Iranian Journal of Public Health. 
43(2):258 

17- Novagen: 2003. Novagen pET system manual.  

18- Old RW, Primrose SB. 1981. Principles of gene 

manipulation: an introduction to genetic 
engineering: Univ of California Press.  

19- Oppenheim F, Xu T, McMillian F, Levitz S, 
Diamond R, Offner G, et al .1988. Histatins, a 

novel family of histidine-rich proteins in human 
parotid secretion. Isolation, characterization, 
primary structure, and fungistatic effects on 
Candida albicans. Journal of Biological 
Chemistry. 263(16):7472-7 

20- Oppenheim FG, Helmerhorst EJ, Lendenmann 
U, Offner GD. 2012. Anti-Candidal activity of 
genetically engineered histatin variants with 
multiple functional domains. PloS one. 
7(12):e51479 

21- Oyama LB, Crochet J-A, Edwards JE, 
Girdwood SE, Cookson AR, Fernandez-Fuentes 
N, et al. Buwchitin. 2017. A Ruminal Peptide 
with Antimicrobial Potential against 
Enterococcus faecalis. Frontiers in chemistry. 
5:51. 

22- Pasupuleti M, Schmidtchen A, Malmsten M. 
2012. Antimicrobial peptides: key components 

of                      the innate immune system. 
Critical reviews in biotechnology. 32(2):143-71 

23- Qiagen I, Valencia C. 2003. The QIA 
Expressionist: A Handbook for High-level 
Expression and purification of 6× His-tagged 
Proteins. Qiagen Inc: Chastworth, CA.  

24- Sambrook J, Russell DW. 2001. Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
New York.  

25- Satakarni M, Curtis R. 2011. Production of 
recombinant peptides as fusions with SUMO. 
Protein expression and purification. 78(2):113-9. 

26- Shurko JF, Galega RS, Li C, Lee GC. 2018. 
Evaluation of LL-37 antimicrobial peptide 
derivatives alone and in combination with 
vancomycin against S. aureus. The Journal of 
antibiotics. 71(11):971. 

27- Tsai H, Raj PA, Bobek LA. 1996. Candidacidal 
activity of recombinant human salivary histatin-
5 and variants. Infection and immunity. 
64(12):5000-7 

28- Welling MM, Brouwer CP, van't Hof W, 
Veerman EC, Amerongen AV.2007. Histatin-
derived monomeric and dimeric synthetic 
peptides show strong bactericidal activity 
towards multidrug-resistant Staphylococcus 
aureus in vivo. Antimicrob Agents Chemother. 
51:3416-3419. 

29- Yeaman MR, Yount NY. 2003. Mechanisms of 
antimicrobial peptide action and resistance. 
Pharmacological reviews. 55(1):27-55. 

 



 1401، 1، شماره 35جلد                                                 )                          مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

 
  

          DOR: 20.1001.1.23832738.1401.35.1.5.9

Design, Cloning, expression and purification of mutated Histatin3 
and investigation of its antimicrobial effects 

Tavakoli Z.1, Saffar B.2,3, Mahnam K.4 and Hemati R.3,4 

1 Master of Microbial Biotechnology, Shahrekord University, Shahrekord, I.R. of Iran 
2 Dept. of Genetics, Faculty of Science, Shahrekord University, Shahrekord, I.R. of Iran 

3 Biotechnology Research Institute, Shahrekord University, Shahrekord, I.R. of Iran 
4 Dept. of Biology, Faculty of Science, Shahrekord University, Shahrekord, I.R. of Iran 

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. 
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