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 چکیده

توانایی بسیار ل ه دلیب . این باکتریشودیم محسوب وانیمهم در انسان و ح یزایماریعوامل باز اورئوس  لوکوکوسیاستافباکتری 

شناسایی . حائز اهمیت می باشد یدهای شدها و در نهایت ایجاد بیماریبیوتیکدر کسب مقاومت نسبت به انواع آنتیش زیاد

 یپل هاافی بادیباشد. یمبر و زمان برهزینهکاری  ،کشت مانند یهای متداولشفاده از روتاس باباکتری ناشی از این  حادهای عفونت

 اختصاصی هستند.ها از مولکول یعیوس فیاتصال به ط دردالتون هستند که  لویک 5/6حدود ی با وزن مولکول قلمروییتک  یدهایپپت

متصل به   2(ZpA963)کننده افی بادی دو توالی ژنی کدبا  Rluc- (ZpA963)2کاوشکر نوترکیب جدید با نام در مطالعه حاضر 

کلی استفاده شد اشریشیا باکتریترکیب نیز از ( طراحی و سنتز شد. برای بیان پروتئین نوRlucکننده رنیلا لوسیفراز )توالی ژنی کد

آنزیم  Kmد که سینتیک آنزیمی نشان دا ازی پروتئین نوترکیب نیز به روش کروماتوگرافی تمایلی انجام شد. مطالعاتسو خالص

Rluc مشابه با آنزیم  در ساختار کاوشگر جدیدRluc  باشد و بیانگر این است میکرومولار می 22/1و  07/1نوترکیب و به ترتیب

 -Rlucتصال امایل اتصال به سوبسترای آن تداخلی ایجاد نکرده است. همچنین بررسی ، در تRlucبه آنزیم  2(ZpA963)که الحاق 

(ZpA963)2  درجه  25و  4 نشان داد که کاوشگر جدید قابلیت اتصال به باکتری را در دماهای اورئوس لوکوکوسیاستافبه باکتری

های ترین سیگنال لومینسانس مربوط به باکتریها نشان داد بیشاین بررسیسانتی گراد به طور اختصاصی دارد. علاوه بر

تجاری های یتکن است برای توسعه کمطالعه حاضر مم باشد.برین هارت براث می س کشت شده در محیطاورئو لوکوکوسیاستاف

  مورد استفاده قرار گیرد. اورئوس لوکوکوسیاستافجهت تشخیص و جداسازی باکتری 

 سلومینسان(،  Rluc) لوسیفراز، رنیلا اورئوس وساستافیلوکوک ،ZpA963افی بادی  کلیدی: واژه های

 sci_rahman@yahoo.com :یکیالکترون پست مسئول، سندهینو *

 مقدمه

مهم در  یزا یماریعوامل باز اورئوس  لوکوکوسیاستاف

از علل  هیسو نی. ا[28, 27] شودیم محسوب وانیانسان و ح

 ییاز مواد غذا یناش یهایماریو ب یپوست یهاعفونت عیشا

(FBDدر انسان، سپس )ها،رخوارگاهیو ش هامارستانیدر ب  سی 

 لیدلعلاوه براین  و  ردهیش واناتیورم پستان در ح

. [35, 16] شود محسوب میدر احشام  یپوست یهاعفونت

در  ینقش مهم توانندیگربه و اسب م ،چون سگ یواناتیح

, 19] داشته باشند به انسان اورئوس لوکوکوسیانتقال استاف

33]  .  

اورئوس از عوامل  لوکوکوسیاستاف بیماریزایی یفاکتورها

 شده است که باعث فرار لیبه غشاء تشک اتصالی ای یترشح

. [15]شود  یم یسلول زیو ل یبافت یچسبندگ ،یمنیا از سیستم
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لاکتاماز و -تاب شامل یمنیا از سیستم در فرار لیعوامل دخ

باشد. می (SpAاورئوس ) لوکوکوسیاستاف A نیپروتئ

بسیار است که نقش  یحفاظت شده نیپروتئ،  Aنیپروتئ

 ن،یبنابرا ،[20, 19, 14]دارد  این باکتریها در پاتوژنز یمهم

 یبرا یصینشانگر تشخ کیبه عنوان  تواندمی این پروتئین

 یبا وزن مولکول SpA. [24] باشدزا  یماریب هایاین باکتری

همولوگ شامل  قلمروپنج  دارایدالتون،  لویک 42حدود 

ی و توسط انواع [25] باشدمی Cو  E ،D ،A ،B یهاقلمرو

 A نیضد پروتئ یها یباد یها از جمله آنت نیپروتئ از

قلمرویی و افی تک  یها یباد یآنت ،[17] نشاندار شده

 .[31, 30] گیردها مورد هدف قرار میبادی

حدود ی با وزن مولکول قلمروییتک  یدهایپپت یپل افی بادیها

از  یعیوس فیاتصال به ط یدالتون هستند که برا لویک 6,5

، [18] 2 یانسان درمیفاکتور رشد اپ رندهیمولکول ها مانند گ

 نیو آلبوم [34] فاکتور نکروز تومور رندهی، گ[23] نانسولی

در  .[40, 39, 32]اختصاصی هستند  [26]ی سرم انسان

که  قلمرویی،تک  یهایبادیو آنت ها یبادیبا آنت سهیمقا

 ELISA یهاو روش یتومتریطور گسترده در فلوسبه

(linked immunosorbent assay-nzymeE )شوند،یاستفاده م 

محلول  شکلرا دارند که در  تیمز نیا افی بادی یهامولکول

و  اختصاصیت. شوندیم انیمختلف ب زبانیم یهادر سلول

پایین، افی بادی  کیتفک یبا ثابت ها زیاد، همراه یبیترک لیم

 دیجد یتوسعه کاوشگرها یبرا یدیمف یرا به ابزارها ها

از جمله  افی بادی نیچند راًیاخ .[40, 38] کرده است لیتبد

ZSPA-1 ،ZpA670 ،ZpA963  وZpA964 اتصال به  یبراSpA 

 لیبه دل ZpA963آنها،  انیم در .[36, 15] گزارش شده است

قرار  توجه بسیار مورد SpAاتصال به  یبرا زیاد اختصاصیت

قادر  مولکول نیکه ا ه استداد نشانمطالعات است.  گرفته

 یبیترک لیمبا  SpA یساختار قلمرویبه اتصال به هر پنج 

به  ZpA963 اختصاصیاگرچه اتصال  .[15] باشدمیمشابه 

SpA  به همراه  افی بادی نیاولی تاکنون ، باشدمیجذاب

بر  SpA میمستق صیتشخ پروتئین گزارشگر لوسیفراز برای

نشده  مطالعهاورئوس  لوکوکوسیسطح سلول استاف روی

 است.

 هستند که به طورگزارشگر  یها نیوتئها پرفرازیلوس

 یهاکاوشگرتوسعه انواع مختلف  یبرا آمیزیتیموفق

 ریاخ یهادر سال .[34, 30, 8, 2] انداستفاده شده یمولکول

 یبرا فرازیلوسی مبتنی بر کاوشگرهااین استفاده از  نیز

 .[12, 10]است  مورد توجه قرار گرفته  کاربردهای بالینی

های جالب افی بادی بنابراین در این مطالعه از ویژگی

ZpA963 اتصال اختصاصی به  درSpA  و همین طور

های قابل توجه پروتئین گزارشگر رنیلا لوسیفراز، ویژگی

برای طراحی و ساخت یک کاوشگر جدید استفاده شده 

 ZpA-Rluc)963(2به نام  دیجد یکاوشگر مولکولاین  است. 

از توالی به دو تکرار  Rluc قطعه کد کننده توالی اتصال توسط

 کاوشگرطراحی و ساخته شد و  ،ZpA963کد کننده افی بادی 

 ،اورئوس لوکوکوسیاستافباکتری  صیتشخی برا حاصل نیز

 .داستفاده ش لومینومتردستگاه توسط 

 هامواد و روش

-Rluc حاوی قطعه ژنی pCold Iهمسانه سازی ناقل 

2(ZpA963) 

باکتری  A پروتئینبرای ساخت کاوشگر متصل شونده به  

استافیلوکوکوس اورئوس به همراه پروتئین گزارشگر رنیلا 

دارای قطعه  pCold Iلوسیفراز، از دو ناقل شامل ناقل اول، 

که قبلا  توسط شاکران و  EGFPدر کنار ژن  ZpA)963(2ژنی 

دارای قطعه  pCold Iو ناقل دوم،   [9]همکاران سنتز شده بود 

ابتدا  منظوررای این ب ، استفاده شد.Rlucژنی کد کننده 

باکتریهای دارای ناقل اول و دوم بطور جداگانه در محیط 

 16برای   37 ℃بیوتیک در دمای دارای آنتی LB کشت مایع

.  در ادامه پس از استخراج ناقل از ساعت کشت داده شدند

 این باکتری ها جهت ویرایش و هضم آنزیمی انجام شد 

ها، جهت خارج کردن ژن پس از تایید صحت استخراج

EGFP  از ناقلpCold I 963(2 حاوی ژن(ZpAهای ، از آنزیم

استفاده شد. این دو آنزیم در  XhoIو  NdeI یمحدودکننده
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در ( Multiple Cloning Site) یسازهمسانه جایگاه چندگانه 

قرار  EGFP، وجود دارند و در ابتدا و انتهای ژن pCold I ناقل

در  شدهواقع Rlucدارای ژن  pCold I. ناقل دوم که [9]دارند 

های ، نیز توسط آنزیمباشدیمبین دو جایگاه برشی مشابه 

تیمار شد تا امکان خروج  XhoIو  NdeIی محدودکننده

به ناقل  Rlucالحاق قطعه ژنی  فراهم شد. Rlucی ژنی قطعه

pCold I  963(2حاوی ژن(ZpA پس از واکنش هضم، توسط ،

با استفاده از  بینوترک لیگاز صورت گرفت. ناقل T4آنزیم 

 شب کمدت یشد و  منتقل E. coli DH5aبه  ییایمیش انتقال

تایید  سپس .[4]کشت شد  C37˚  یدر دما LB در محیط

 شدند. همسانه سازی با انجام واکنش تعیین توالی تایید 

 ZpA-Rluc)963(2  بیان و خالص سازی

نوترکیب حاوی تواکی  ناقل ب،ینوترک ینپروتئ انیبه منظور ب

 21BL E. coli بیانی هایبه سلول ZpA-Rluc)963(2کد کننده 

 کشت طیمح تریلیلیم 200 ها درسلولسپس این و  شد منتقل

LB یو در دما شدند حیتلق ˚C 37  در طول موجتا  شدانکوبه 

برسند. سپس، سلول  0,8-0,9 به دانسیته نوری نانومتر 600

در ، IPTG (thiogalactoside-D-βIsopropyl )افزودن  با ها

دور  150و  C15˚ یو در دما مولار یلیم 0,3 ییغلظت نها

توسط  تیها در نها سلول .شد تیمارشب  کی برای در دقیقه

با  ZpA-Rluc)963(2نوترکیب  نیپروتئ .شد لیز ونیکاسیسون

خالص شدند.  تمایلی نیکل سفاروز یاستفاده از کروماتوگراف

 دییتا یبرا PAGE-SDS زیآنال ن،یپروتئ یپس از خالص ساز

، سنجش برادفورد همچنینشد.  مانجا یخالص ساز تیفیک

همزمان  خالص شده انجام شد. نیغلظت پروتئ نیتخم یبرا

مشابه با مطالعات قبلی انجام شد  Rlucبیان و خالص سازی 

[9]. 

 رنیلا لوسیفرازسنجش فعالیت 

از معرف  تریکرولیم 100 ، میآنز تیسنجش فعال یبرا

 Tris-HCl 50 بافر در NaCl مولاریلیم 100 یسنجش حاو

 یها( با غلظتگرادیدرجه سانت 25و  pH 7.8) مولاریلیم

لوله  کیدر  میکرومولار( 30تا  23/0) نیکولنتراز ازی مختلف

 Rluc-ZpA963یا  Rluc می. واکنش با افزودن آنزمخلوط شد

 هیثان 5 ینور ط نشرآغاز شد و  نانومولار 3 ییدر غلظت نها

و  ثبت شد (وسیریبرتولد س نومتریلوم)  نومتریلومتوسط 

 6اطلاعات حاصل با ساتفاده از نرم افزار گرفپد پیرامیز 

 تحلیل شد. 

 بادیافی سنجش اتصال 

 لومینسانس کاوشگر تیماربا  کاوشگراتصال  هایسنجش

Rluc- (ZpA963)2 اورئوس  لوکوکوسیاستاف در حضور

(ATCC 6538انجام شد. باکتر )فاز درکشت شده  یها ی 

̊ در دمای ، LB محیط کشت درلگاریتمی  رشد C37 ، به مدت

 حاصل رسوبشدند.  وژیفیسانتر g 5000 با سرعت قهیدق 10

در سپس ( شسته شد و PBS ،pH 7 4) نیسالبا بافر فسفات 

PBS یسرم گاو نیآلبوم %2,5کننده )بلاک عوامل  دارای 

(BSA و )0,05% tween 20 .سپس( مجدداً معلق شد 

آنزیم رنیلا  و کاوشگراورئوس با  لوکوکوسیاستاف یهاسلول

نانومول در  20 یی)در غلظت نها لوسیفراز بطور جداگانه

شدند.  یبرچسب گذاردقیقه  15و  5 برای مدت زمان  (تریل

متعاقباً با  هانمونه ،یراختصاصیغ تبردن اتصالا نیب ازرای ب

PBS  با سرعت قهیدق 10و به مدت  ندشدشسته g 5000 

اورئوس  لوکوکوسیاستاف ی. سلول هاشدند وژیفیسانتر

 رد مطالعه قرار گرفتند. مو لومینومترنشاندار شده با استفاده از 

اتصال  سنجش به منظور بررسی اختصاصیت اتصال کاوشگر،

مشابه با  با دستور عملکلی  اشریشیا یهاسلولبه  کاوشگر

همچنین به  انجام شد.اورئوس  لوکوکوسیاستاف یسلول ها

ابتدا دامنه منظور بررسی اثر تعداد سلول بر سیگنال کاوشگر، 

 cell / ml 810  ×8/0) اورئوس لوکوکوسیاستافاز باکتری ای 

عوامل  تحت تاثیر PBSدر  وآماده شد (  cell / ml 810  ×2تا  

 %0,05( و BSA) یسرم گاو نیآلبوم %2,5کننده )بلاک 

tween 20 ) تیمار شد. پس از شتشوی سلولها باPBS هر یک ،

)  Rluc- (ZpA963)2با غلظت ثابت از کاوشگر از نمونه ها 

. کاوشگرهای متصل شد دقیقه تیمار 5به مدت  نانومولار( 20

به مدت انجام سانتریفیوژ و  PBSنشده با اضافه کردن بافر 
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و در نهایت با اضافه  حذف g 5000 با سرعت قهیدق 10

میکرومولار( به  10کولنترازین )غلظت نهایی  لولحکردن م

نمونه های سیگنال هر یک از نمونه ها در دستگاه لومینومتر 

تحلیل  2020. نتایج با استفاده از نرم افزار اکسل سنجیده شد

 شد. 

 لوکوکوسیاستافبه سلول های کاوشگر اتصال کارایی 

 برتانی-سه محیط کشت لوریارشد کرده در اورئوس 

 نیز مورد بررسی قرار گرفت. و برین هارت براث نوتریانت

به این منظور پس از کشت شبانه در هریک از محیط های 

از   cell / ml 810  ×6/1تعداد  کشت به صورت جداگانه،

آماده و پس از انجام تیمار  اورئوس لوکوکوسیاستاف باکتری

( و BSA) یسرم گاو نیآلبوم %2,5) کنندهبلاک عوامل با 

0,05% tween 20 ) کاوشگر  وRluc- (ZpA963)2  (20 

شده با انجام نو حذف کاوشگرهای متصل  نانومولار(

با  سنجش اتصالدقیقه(  10به مدت   g 5000سانتریفیوژ )

 10محلول کولنترازین )غلظت نهایی اضافه کردن 

   تر انجام شد. در دستگاه لومینوم میکرومولار(

 نتایج

در مطالعه حاضر یک کاوشکر نوترکیب دارای توالی ژنی کد 

توالی ژنی کد کننده  در الحاق با 2(ZpA963)کننده افی بادی 

Rluc  و کارایی  نتیک آنزیمییشد و سطراحی و ساخته

نشان داد که مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج  نیز  آناتصالی 

توانایی اتصال  EGFP- (ZpA963)2 نوترکیب با نام کاوشگر 

 دارد.  اورئوس لوکوکوسیاستافاختصاصی به باکتری 

 
توالی ژنی کد در الحاق با  2 (fA2)(ZpA963)دارای توالی ژنی کد کننده افی بادی ،، Rluc- (ZpA963)2کاوشکر نوترکیب  شماتیکی از :1شکل 

 اورئوساستافیلوکوکوس  شناسایی سلولشده برای طراحی و ساخته  Rlucکننده 

 

 -Rluc کاوشگر نوترکیببیان و تخلیص طراحی، 

(ZpA963)2 
حاوی توالی کد کننده افی بادی   pCold I واکنش الحاق ناقل

2)963(ZpA  یی ژنقطعهو Rluc  در جایگاه های محدود اثر

NdeI  وXhoI،  در حضور آنزیمT4 DNA Ligase  در دمای و

C˚22 963(2با نام  انجام شد و ناقل نوترکیب(ZpA pCold I 

RLuc ناقل نوترکیب به باکتری  .، الف(2شکل ) ایجاد شد

. مستعد به روش شیمیایی ترنسفورم شد اشریشیا کلیهای 

 افتهیرشد  یهایکلنبا هدف غربالگری اولیه تعدادی از 

فراز در انها با اضافه کردن یانتخاب و فعالیت آنزیم رنیلا لوس

 رنومتیلوم دستگاه توسطمحلول سوبسترای کولنترازین 

ه لمرح ،یکلناستخراج پلاسمید از دو  سپس باشد.  یبررس

 ی. توالشدهمسانه سازی با انجام واکنش تعیین توالی تایید 

 یتحت شماره دسترس NCBIداده  گاهیدر پاکاوشگر کامل 

GenBank MH2572398 ثبت شد . 
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به منظور بیان پروتئین، پس از تهیه کشت تازه با دانسته نوری 

 ZpA pCold)963(2حاوی کلنی های از تعدادی از  0,8برابر با 

I RLuc ،توسط  فرایند القای بیانIPTG یسلول ها .انجام شد 

توسط  و جمع آوری وژیفیتوسط سانترحاصل  ییایباکتر

-خالص سانتریفیوژپس از انجام  لیز شد. سونیکاسیونفرآیند 

، توسط از محلول رویی نوترکیب پروتئین سازی

 -Rlucکیفیت . انجام شد Ni-NTA تمایلی  یکروماتوگراف

(ZpA963)2 توسط SDS-PAGE مطالعه. شد بررسی SDS-

PAGE  تا  45ی محدودهدر  نوار پروتئینییک  نشان دهند

 شده وزن محاسبه با تواندیمکه باشد کیلودالتون می 2/66

 داشته ابقتطکیلودالتون(  84/53)نوترکیب پروتئین برای 

   .، ب(2)شکل  باشد

 

 Rlucکد کننده  یژن یدر الحاق با توال 2(ZpA963) یباد یکد کننده اف یژن یتوال یدارا ،Rluc- (ZpA963)2 بیکاوشکر نوترکالف( : 2شکل 

 یاندازه نما تریل کرویما 5 ک،ی یهک شمارهدر چا بیکه به ترت Rluc-(ZpA963)2 بینوترک کاوشگرالکتروفورز ، ب(نتایج و ساخته شده یطراح

 .اندشده یبارگذار تریل کرویما 3 زانیو در چاهک سوم به م تریل کرویما 1 زانیبه م بینوترک نیدو پروتئ یشماره ن،یپروتئ

 

برادفورد نشان داد  استفاده از روش با پروتئین تعیین غلظت

 تریل یلیگرم در م یلیم 5/0خالص شده  پروتئینکه غلظت 

مطالعات  یخالص شده برا بینوترک یها نی. پروتئاست

کاوشگر با توجه به این که  .گرفتمورد استفاده قرار  یبعد

2)963(ZpA -Rluc پروتئین شونده به  متصل قلمرو دارای یک

A  ارزیابی  ،باشدمیلوسیفرازی  گزارشگر قلمروو یک

 .طور جداگانه انجام شدبه هاقلمروکارایی هر یک از 

  ZpA -Rluc)963(2سینتیکی مطالعات

متصل  Rlucآنزیم  یکینتیس خصوصیتهایبررسی منظور  به 

انزیم  Kmو با محاسبه   Km 2)963(ZpA -Rlucبه کاوشگر، 

Rluc   از  های مختلفیبه این منظور غلظت. شدمقایسه

 و کمتراز چند غلظت  یدر دامنه نیسوبسترای کولنتراز

تهیه شد و فعالیت  Tris-NaClدر بافر آنزیم  Kmاز  بیشتر

دستگاه  درمختلف سوبسترا و  یهادر غلظت هامیآنز

 6گرفپد پیرامیز افزار از نرم سنجیده شد. با استفاده لومینومتر

رسم شد  نمونهمنتن برای هر دو  -مکائیلیس نمودارنیز 

 (.3 )شکل

و برای میکرومولار  Rluc 22/1برای آنزیم  Kmمقدار 

 07/1 در حدود   ZpA -Rluc)963(2  کاوشگر آنزیمی

الحاق  دهدیمنشان ها  Kmی سهیمقاباشد. میمیکرومولار 

اتصال آنزیم به تمایل  دربا لوسیفراز  ZpA)963(2 توالی

  ندارد. قابل توجهی تاثیرسوبسترا 

 ZpA -Rluc)963(2 کاوشگر سنجش اتصالنتایج 

به منظور ارزیابی کارایی پروتئین نوترکیب حاصل، عملکرد 

Rluc-(ZpA963)2  در شناسایی و اتصال به باکتری

تحت تاثیر فاکتورهای مختلفی  استافیلوکوکوس اورئوس،

 دما وتعداد سلولهای باکتریایی، زمان تیمار، مدت مانند 

 بررسی شد. محیط کشت باکتری،
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 و محور عمودی فعالیت )µM (محور افقی غلظت کولنترازین ،ZpA -Rluc)963(2 کاوشگرب( و  Rlucآنزیم منتن -نمودار میکائیلیسالف( : 3شکل 

 .دهدیرا نشان م (RLUC/S) آنزیم

 

با  Rluc- (ZpA963)2 تیماربا  کاوشگراتصال  سنجش

در دو ( ATCC 6538اورئوس ) لوکوکوسیاستافسلولهای 

 .انجام شددقیقه  15و  5زمان 

به طور مشابه به منظور بررسی هرگونه میانکنش غیر 

 لوکوکوسیاستافسلولهای اختصاصی بین آنزیم لوسیفراز و 

نوترکیب با سلول های انجام شد.  Rluc، میانکنش اورئوس

شد و   شستشوی PBSهریک از سلولها تیمار شده با بافر 

حاصل از آنزیم رنیلا لوسیفراز با اضافه کردن محلول  سیگنال

میکرمولار( در دستگاه لومینومتر ثبت شد.  10کولنترازین ) 

به منظور بررسی اختصاصیت اتصال کاوشگر به همچنین 

 -Rluc، مطالعه اتصال اورئوس وکوسلوکیاستافسلولهای 

(ZpA963)2   وRluc  کلی، تحت  های اشریشیابه سلول

 (.4شرایط مشابه انجام شد ) شکل 

 
دقیقه بعد از انکوباسیون با سلولهای  15و  5در مدت زمان   Rlucو آنزیم  Rluc- (ZpA963)2سنجش اتصال کاوشگر  نمودار :4شکل 

 کلی اشریشیاو  اورئوس لوکوکوسیاستاف
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و  Rluc- (ZpA963)2کاوشگر  سنجش اتصالمقایسه نتایج 

دقیقه بعد از انکوباسیون  15و  5در مدت زمان   Rlucآنزیم 

بطور  Rluc- (ZpA963)2 کاوشگرکه نشان می دهد ها با سلول

 استافیلوکوکوس اورئوس متصل میاختصاص به سلولهای 

 انکوباسیون کاوشگرمدت زمان مقایسه و علاوه براین  شود

 ر مشابهیثا دقیقه 15و  5 تیمارنشان میدهد که مدت زمان 

استافیلوکوکوس سلولهای  سنجش اتصال کاوشگر بهدر 

 5در زمان های  کلی تیمار اشریشیاهمچنین  .دندار اورئوس

دقیقه با کاوشگر نوترکیب یا آنزیم نوترکیب سیگنال  15و 

 -Rlucاتصال نتیجه  قابل ملاحظه ای ایجاد نمی کند در

(ZpA963)2  به طور اختصاصی به سلول های

  2(ZpA963)و از طریق قلمروی  استافیلوکوکوس اورئوس

 انجام می شود. 

متفاوت  تعداد به نوترکیبکاوشگر  اتصال تحلیل

 از استافیلوکوکوس اورئوس

  -Rlucکاوشگر  اتصال بهاثر تعداد سلول در بررسی برای 

(ZpA963)2 ،لوکوکوسیاستافباکتری از تعداد مختلفی 

 با(  cell / ml 810  ×2تا   cell / ml 810  ×8/0)  اورئوس

 نانومولارRluc- (ZpA963)2  (20 )کاوشگر غلظت ثابت از 

 10) تیمار و سیگنال اتصال در حضور کولنترازین 

نتایج  .(5)شکل  ثبت شددر دستگاه لومینومتر میکرمولار( 

ها میزان نشر ا افزایش تعداد سلولهمزمان ب نشان می دهد

افزایش می یابد که ناشی از اتصال کاوشگر نس انور لومینس

بیانگر افزایش تعداد کاوشگرهای متصل به سلول می باشد. 

 cellافزایش تعداد سلول از  با نشان می دهدهمچنین نتایج 

ml / 810  ×6/1   تاcell / ml 810  ×2 قابل ملاحظه  افزایش

ایجاد نمی نشر نور ناشی از اتصال کاوشگر به سلول  ای در

 به در این حالت اتصالات کاوشگرمیرسد به نظر و  شود

افزایش سیگنال لوسیفراز سلول به حالت اشباع رسیده است. 

و حالت اشباع پس از آن نشان می دهد اتصال 

اختصاصی  Rluc- (ZpA963)2و  اورئوس لوکوکوسیاستاف

 است. 

 
 

 نمودار مربوط به اثر تعداد سلولهای باکتری استافیلوکوکوس اورئوس بر اتصال کاوشگر :5 شکل
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   در سنجش اتصال کاوشگردما اثر 

در سانتی گراد   25و  سانتی گراد  4 دو دمایاثر  بررسی

باکتری به   Rluc- (ZpA963)2کارایی اتصال کاوشگر 

مطالعه شد. به این منظور باکتری استافیلوکوکوس اورئوس 

 ( و کاوشگر  cell / ml 810  ×6/1) اورئوس لوکوکوسیاستاف

سانتی گراد  4دقیقه در دماهای  15به مدت   نانومولار( 20) 

تیمار و سنجش فعالیت لوسیفرازی با سانتی گراد   25و  

(. 6افزودن کولنترازین در دستگاه لومینونتر انجام شد )شکل 

سانتی گراد و   4می دهد تیمار در هر دو دمای  نشاننتایج 

سیگنال قابل اندازه گیری ایجاد می کند. با سانتی گراد   25

سانتی  4 از دما باشد و دمای متأثریت کاوشگر فعالاین حال، 

میزان سیگنال سنجش ، سانتی گراد  25در مقایسه با گراد 

 بیشتر برابر می باشد.  2شده تا حدود 

 
 : نمودار مربوط به اثر دما بر روی میزان اتصال کاوشگر6 شکل

 

 در سنجش اتصال کاوشگرمحیط کشت اثر 

سه محیط بررسی اثر رشد باکتری در محیط های مختلف اثر 

نوتریانت و برین هارت براث بر کارایی ، برتانی-لوریاکشت 

باکتری به   Rluc- (ZpA963)2اتصال کاوشگر 

مطالعه شد. به این منظور باکتری استافیلوکوکوس اورئوس 

( رشد یافته  cell / ml 810  ×6/1) اورئوس لوکوکوسیاستاف

نوتریانت و برین ، برتانی-لوریادر سه محیط کشت مختلف 

به   نانومولار( 20)  با غلظت ثابت از کاوشگر  هارت براث

تیمار و سنجش فعالیت لوسیفرازی با افزودن دقیقه  15مدت 

 (.7کولنترازین در دستگاه لومینونتر انجام شد )شکل 

سیگنال قابل اندازه گیری در باکتری رشد بیان می کند نتایج 

نوتریانت و برین ، برتانی-سه محیط کشت لوریاکرده در 

ایجاد می شود با این حال، سیگنال کاوشگر به  هارت براث

محیط کشت برین در باکتری رشد کرده در طور معنی داری 

 بیشتر است. در مقایسه با دو محیط کشت دیگر  هارت
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 نمودار مربوط به اثر سه محیط کشت مختلف بر میزان اتصال کاوشگر  :7 شکل

 بحث

عوامل  نیتریکی از مهم استافیلوکوکوکوس اورئوسی باکتر

 راتیاست که باعث مسمومیت غذایی و تأث ییزا یماریب

 یمتعدد یهاو هرساله گزارش شودیحاد و مزمن م ینیبال

 .[33, 19]  شودیمنتشر م هایماریاز ابتلا بــه ایــن ب

حفاظت  نی( پروتئSpAاورئوس ) لوکوکوسیاستاف A پروتئین

, 19] دارد این باکتری در پاتوژنز یاست که نقش مهم یشده

 شاخص کیبه عنوان  تواندمی این پروتئین ن،یبنابرا ، [20

با وزن  SpA. باشدزا  یماریب این باکتری یبرا یصیتشخ

همولوگ  دمینپنج  دارایدالتون،  لویک 42حدود  یمولکول

ی و توسط انواع باشدمی Cو  E ،D ،A ،B یها مینشامل د

 ،A [17] نیضد پروتئ یها یباد یها از جمله آنت نیپروتئ از

ها مورد هدف قرار دمینی و افی بادیتک  یها یباد یآنت

  .[31, 21] گرفته است

ZpA963  یک افی بادی ضد پروتئینA  لیبه دلاست و 

 بوده توجه مورد SpAاتصال به  یبرا یبالا اختصاصیت

قادر به  مولکول نیکه ا ه استنشان دادمطالعات است. 

مشابه  یبیترک لیمبا  SpA یساختار قلمرویاتصال به هر پنج 

در الحاق  ZpA963اخیرا شاکران و همکاران از . [21] است

کاوشگر لومینسانسی برای شناسایی  EGFPبا 

توسعه دادند. با وجود کارآمدی  اورئوس لوکوکوسیاستاف

 لوکوکوسیاستافدر شناسایی  EGFP-ZpA963 کاوشگر

به  یهادستگاه ازمندین EGFPبر  یسنجش مبتن، اورئوس

 EGFP نی. همچنباشدیم یتومتریفلوسا متیق نسبت گران

 جادیدارد که ا یبه منبع نور خارج ازین یختگیبرانگ یبرا

و کاهش نسبت سیگنال به تداخل در  نهیزمپس گنالیس

 .شودیمکاوشگر 

 صی، تشخسریع نشر نورآنزیم های هستند که لوسیفرازها 

عدم  . بعلاوه بعلت [37، 7]دارند  زیاد تیحساس ،آسان

و استفاده از  هادر سنجش نهیزمپس گنالیوجود س

 دستگاههای به نسبت ارزانقیمت لومینومتری حین درسنجش 

تاکنون کاوشگر  .[29, 22, 13] مورد توجه قرار گرفته اند

های مولکولی موفقی بر اساس رنیلا لوسیفراز برای شناسایی 

مرگ برنامه ریزی شده سلولی، تشخیص سلول های سرطانی 

ی توسعه یافته درمیفاکتور رشد اپ و شناسایی گیرنده های

به نام  دیجد یکاوشگر مولکول در این مطالعه یک. [6]است 

2)963(ZpA-Rluc الحاق با Rluc متصل  یبادیافاز  دو تکرار اب
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و کارایی  ساخته شد ،ZpA963 با نام  A نیشونده به پروتئ

به اورئوس  لوکوکوسیاستاف صیتشخ یبرا حاصل کاوشگر

  .نشان داده شده است یلومینومتر روش

در عملکرد هر  ممکن استالحاق پروتئین های نوترکیب 

قلمرو تداخل ایجاد کند. گزارش شده است که جایگاه فعال 

، 120آسپارتیک اسید  فراز شامل اسیدها امینهیآنزیم رنیلا لوس

در زیر واحد بزرگ  285و هیستیدین  144گلوتامیک اسید 

پروتئین قرار دارند و نسبت به تغییرات کانفورماسیونی 

افی بادی  قلمرویبررسی اثر منظور  به .[3] حساس هستند

-Rlucکاوشگر بر روی فعالیت قلمروی رنیلا لوسیفراز در 

2)963(ZpA ،Km  آنزیمRluc  در ساختار کاوشگر وKm  آنزیم

Rluc مطالعه نشان داد که در نتیجه . محاسبه شد نوترکیب

 الحاق و  هستند هم دیگربا تقریبا مشابه  Kmمقادیر 

2)963(ZpA بهRluc معنی داری که  ییونسرماوتغییرات کانف

منجر به تغییر در تمایل آنزیم به سوبسترای شده است ایجاد 

و  Rlucپروتئین  دودر مطالعه حاضر الحاق نکرده است. 

2)963(ZpA  در ساختار کاوشگر به واسطه لوپ انعطاف پذیر

G4S  این که نشان می دهد  نتایجانجام شده است. در نتیجه

لوپ فاصله کافی برای جلوگیری از ممانعت فضایی زیر 

در ساختار کاوشگر ایجاد  Rlucبر روی  ZpA)963(2واحد 

می کند. مطالعات حاصل همچنین با نتایج غفوری و 

که فعالیت آنزیم  کندتایید میو  [34]همکاران مطابقت دارد 

 احتمالارنیلا لوسیفراز در الحاق با سایر پروتئین های کوچک 

زیادی حفظ می  تا حدود G4Sدر حضور لینکر انعطاف پذیر 

 شود. 

 ZpA-EGFP)963(2و نیز  )963ZpA(گزارش شده است که 

سطح استافیلوکوکوس  A قابل ملاحظه ای به پروتئین  تمایل

سنجش اتصال نتایج مقایسه  .[39, 38, 9]  دارند اورئوس

سلولهای با   Rlucو آنزیم  Rluc- (ZpA963)2کاوشگر 

در  2(ZpA963)نشان داد که قلمرو  استافیلوکوکوس اورئوس

استافیلوکوکوس قابلیت اتصال به سطح  Rluc الحاق با 

و سیگنال قابل اندازه گیری در دستگاه  اورئوس را دارد

. این اتصال به طور اختصاصی از لومینومتر ایجاد می کند

 Rlucانجام می شود و آنزیم   2(ZpA963)قلمروی طریق 

 بعلاوهنوترکیب فاقد افی بادی سیگنال موثر ایجاد نمی کند. 

  Rluc- (ZpA963)2اوشگر ک اتصالمطالعات نشان می دهد که 

تا   cell/ml 810  ×6/1در دامنه استافیلوکوکوس اورئوس به 

cell/ml 810  ×2 الگوی هایپربولیک انجام می شود  سلول با

کاوشگر د. همچنین سو با افزایش تعداد سلول به اشباع می ر

سطح یا آنزیم رنیلا لوسیفراز نوترکیب قابلیت اتصال به 

 -Rluc اشریشیاکلی را ندارند. در نتیجه اتصال سلول های

(ZpA963)2  به طور  استافیلوکوکوس اورئوسبه سلولهای

  است. اختصاصی انجام شده 

 سلولبر اتصال کاوشگر به محیطی بررسی تأثیر تغییر شرایط 

مطالعه شد. با وجود اینکه مدت استافیلوکوکوس اورئوس 

دقیقه  15و  5سلول ها با کاوشگر در دو زمان زمان تیمار 

محیط  و دما تاثیری روی افزایش سیگنال کاوشگر نداشت، 

شود.  به باکتری  کاوشگر مطلوب باعث اتصالتواند می کشت

، انکوبه کردن درجه سانتی گراد 25در مقایسه با دمای 

سیگنال مناسبتری در  درجه سانتی گراد 4دمای  کاوشگر در

دقیقه ایجاد می کند. گزارش شده است که آنزیم  5زمان 

و  استایدار به لحاظ سینتیکی پفراز یک آنزیم نایرنیلا لوس

 به سرعت کاهش می فعالیت آن در درجه حرارت های بالا

کاهش سیگنال کاوشگر در درجه حرارت  در نتیجه. [5]یابد 

نامطلوب اثرات  علتبه  ممکن استدرجه سانتی گراد   25

باشد. با اینحال صرفنظر از سیگنال  Rluc  بر قلمرویدما 

، کاوشگر جدید درجه سانتی گراد 4 مناسب تر در دمای

 درجه سانتی گراد 4توانایی ایجاد سیگنال در هر دو دمای 

را دارد و می تواند برای سنجش  25درجه سانتی گراد  و 

 های معمول در دمای اتاق نیز انجام شود.

تاثیر محیط کشت بر روی سیگنال حاصل از کاوشگر قابل 

رشد کرده در استافیلوکوکوس اورئوس ملاحظه است و 

سیگنال  ،کاوشگر پس از تیمار با  بامحیط برین هارت براث 

بیشتری در مقایسه با سلول های رشد کرده در محیط های 



 1403، 4، شماره37جلد                                                                         )مجله زیست شناسی ایران(   سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 
 320-331مقاله پژوهشی، صفحات                

 عنوتریانت ایجاد می کنند. این موضوو  برتانی-کشت لوریا

گزارش شده است که با مطالعات پیشین مطابقت دارد. 

هارت -و برین هایی همانند لوریا براث، نوترینت براثمحیط

توسط باکتری  Aدر میزان بیان پروتئین تأثیر معنی داری  براث

یزان م [11] که گزارش شده است حال با ایندارند. 

زمانی  ها دراز سویه %99توسط  Aتوجهی از پروتئین قابل

 شود؛شوند تولید میهارت کشت داده می-که در محیط برین

در نتیجه افزایش سیگنال در باکتری های رشد کرده در محیط 

هارت براث ممکن است بعلت افزایش بیان پروتئین -برین

A  در این سلول ها در مقایسه با سلول های رشد کرده در

  محیط های لوریا براث و نوترینت براث باشد.

 گیری نتیجه

 -Rlucکاوشگر جدید  نشان داد کهایج تبطور کلی ن

 2)963(ZpA   2دارای دو قلمروی)963(ZpA   وRluc باشد. می

به سلول  ZpA)963(2در حالی که به واسطه قلمروی افی بادی 

به واسطه  ،استافیلوکوکوس اورئوس متصل می شودهای 

سیگنال قابل اندازه گیری ایجاد می کند.  Rlucقلمروی 

سنجش این سیگنال توسط روش های به نسبت ارزانقیمت 

لومینومتری انجام می شود و در مقایسه با کاوشگرهای 

فرایند به نسبت توسط  هاسنجش آنکه  EGFPمبتنی بر  نیپیش

دستگاه فلوسایتومتری است، زمان بر و گرانقیمت وابسته به 

سریع و با روش های دستگاهی  Rluc سنجش سیگنال 

برای انجام آن نیاز به  . همچنینارزانقیمت تر انجام می شود

که یک عامل محدود تکنسین های آزمایشگاهی دوره دیده 

است، نمی روش های فلوسایتومتری کننده در استفاده از 

می تواند موجود . گزارشگر فعلی در کنار سایر روش ها باشد

استافیلوکوکوس اورئوس را امکانپذیر نماید و سنجش 

برای  در توسعه کیتهای تشخیصیدر آینده ممکن است 

 مورد استفاده قرار بگیرد.  باکتری استافیلوکوکوس اورئوس

 تضاد منافع:
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Abstract 

Staphylococcus aureus is an important pathogen in humans and animals. This bacterium 

is important due to its great ability to gain resistance to a variety of antibiotics and cause 

severe diseases. Identifying acute infections caused by this bacterium using conventional 

methods such as culture is costly and time-consuming.In this study, the design and 

development of a new probe that specifically detects S. aureus by emitting a luminescence 

signal is carried out.  The new recombinant probe, named Rluc-(ZpA963) 2, has the gene 

sequence encoding Renilla luciferase (Rluc) in fusion with the gene sequence encoding 

affibody (ZpA963)2. Protein expression was performed in Escherichia coli BL21 and 

protein purification was carried out by affinity chromatography. Kinetics studies show 

that Km of Rluc in the new probe is similar to recombinant Rluc; and are 1.07 µM and 

1.22 µM, respectively. Therefore, the affinity for binding to cholentrazine does not 

change in Rluc-(ZpA963) 2. The binding of Rluc-(ZpA963)2 to S. aureus also show that 

the new probe is specifically capable of binding to bacteria at 4° C and 25 ° C. Moreover, 

the strongest signal is recorded in S. aureus growing in the Brain Heart broth. The present 

study may be used to develop commercial kits in the future. 
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