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  )Ziziphus Jujuba( از گياه عناب جديد استخراج و خالص سازي پپتيد ضد ميكروبي

  فاطمه دانشمند

  گروه زيست شناسي ،دانشگاه پيام نورتهران، 

 16/7/92 :تاريخ پذيرش  14/7/91 :تاريخ دريافت

  چكيده

 و ونيلتراسيف ژل زا استفاده با عناب وهيم از Snakin-Z نام با ديجد يقارچ دض و ييايباكتر دض ديپپت كمطالعه، ياين  در
 شده ليتشك دينواسيآم 31 از ديپپت نيا .ديگرد يساز خالص ،)RP-HPLC( معكوس فاز يبالا ييآركا با عيما يكروماتوگراف

 ديپپت نيا يمولكول وزن. CARLNCVPKGTSGNTETCPCYASLHSCRKYG: از است عبارت آن يتوال و است
 نيا كه داد نشان يكروبيم ضد گاهيپا داده در موجود يكروبيم ضد يدهايپپت با ديپپت نيا يفيرد هم. باشد يم دالتون 823/3308
 مطالعات. ندارد كامل يهمسان شده كشف يدهايپپت از كيچيه با ديپپت نيا يول دارد؛ Snakin-2 به را شباهت نيشتريب ديپپت

 حداقل. است قارچها نيهمچن و ثبتم گرم و يمنف گرم يهايباكتر هيعل يكروبيم ضد تيلافع يدارا Snakin-Z كه داد نشان
 Candida قارچ يرو بر را تيفعال نيشتريب ديپتپ نيا. است مناسب اريبس يكروبيم ضد تيفعال يبرا ديپپت نيا يمهار غلظت

albicans ،يها هيسو نيب در. باشد يم تريل يليم بر كروگرميم 23/8 قارچ، نيا يبرا آن يمهار غلظت حداقل كه يا گونه به دارد 
 نيا يبرا يمهار غلظت حداقل و دهد يم نشان ديپپت نيا عملكرد به را يشتريب مقاومت ،Staphylococcous aureus ،ييايباكتر
 چيه در ديپپت نيا و كنند يم تحمل را ديپپت نيا يخوب به انسان يخون يسلولها. باشد يم تريل يليم بر كروگرميم 8/28 ه،يسو
به نظر  مختلف، يپاتوژنها يرو بر ديپپت نيا ثرؤم يكروبيم ضد تيفعال ليدل به .دهد ينم اننش يزيهمول تيفعال خود از يغلظت

  .باشد ندهيآ در يدرمان يكاربردها يبرا يمناسب نامزد د،يپپت نيا كه رسد يم

  HPLC-MIC, RP ون،يلتراسيف ژل عناب، وهيم ،يكروبيم ضد تيفعال: يديكله هاي واژ

  f.daneshmand@yahoo.com   :، پست الكترونيكي 03526232800: تلفن نويسنده مسئول،

  مقدمه
باكتريايي و قارچي سالانه باعث مرگ و مير  يبيماريها

 يقارچهاو  باكتريهاظهور . )47( گردد يمبسيار زيادي 
، ضرورت تحقيق و معرفي آنتي بيوتيكهامقاوم به انواع 

كروبي را افزايش داده يجديدي از تركيبات ضد مانواع 
در بين انواع تركيبات معرفي شده در اين زمينه، . است

بسيار مناسبي براي  يها نيگزيجا، يكروبيضد مپپتيدهاي 
پپتيدهاي ضد . )46( داروهاي آنتي بيوتيكي سنتي هستند

و  شوند يمبيان  جاندارانميكروبي توسط طيف وسيعي از 
. رنديگ يمسيستم دفاعي مورد استفاده قرار يك ان به عنو

اين پپتيدها ساختاري كوچك و طيف گسترده و وسيعي از 
مشخص . )48و47(فعاليت ضد ميكروبي را دارا هستند 

از اين پپتيدها به عنوان  سمهايارگان شده است كه بسياري از
هاي  بخشي از سيستم دفاعي اوليه در مقابل ميكروارگانيسم

نيز از اين  انگياه. )45 و 14( كنند يمتفاده بيماري زا اس
با ترشح و توليد پپتيدهاي  توانند يمقاعده مستثني نبوده و 

. مت كننداوضد ميكروبي در مقابل پاتوژنهاي بيماري زا مق
گونه  250000-500000 حدود بر روي كره زمين در

برخي از اين گياهان، بخشي از . )4(گياهي وجود دارد 
، در دهند يمحيوانات و انسان را تشكيل  زنجيره غذايي

در اهداف درماني مورد استفاده  آنهاحالي كه بسياري از 
اخير، تحقيق بر روي گياهان  يسالهادر . )7( رنديگ يمقرار 

پپتيدهاي ضد . دارويي بسيار مورد توجه قرار گرفته است
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،  MiAMP2c ،thioninميكروبي مختلفي مانند 
viscotoxins ،nsDefensi  و غيره از انواع مختلفي از

 آنهاگياهان خالص سازي گرديده و اثرات متنوعي از 
گياه عناب با نام . )38و  35، 24، 23(گزارش شده است 

 تا  2 به آن بلندي هك است درختي Zizyphus jujubaعلمي 
 عناب ميوه .)44( رسد يم هم متر 12 تا گاهي و متر 8

 به عناب از. است يداروي خواص داراي و است خوراكي
 آور خلط و نيمل يدارو ادرار، كننده اديز زهر، پاد عنوان
 ،بخش آرام عناب شده خشك يها وهيم. شود يم استفاده

 و خون آورنده بند آور، اشتها مسكن، بر، تب سرطان، ضد
 به وهيم نيا ،ينيچ يداروها در. )15 و 2، 1( هستند يمقو

. شود يم استفاده جگر ساختن فعال در يمقو يا ماده عنوان
 سنتي طب در عفونتها با مقابله در گياه اين دارويي خاصيت
 از نيز ايران سنتي طب در. )19 و 5( دارد يا ژهيو جايگاه
 سرماخوردگي همچنين و عفوني يبيماريها درمان در عناب
  . )30( شود يم استفاده بسيار

آنتي مشكل ايجاد مقاومت دارويي در مقابل انواع 
ي رايج امروزي، يك مشكل اساسي در زمينه يكهابيوت

امروزه تحقيق در زمينه پپتيدهاي . باشد يم عفونتهادرمان 
ميكروبي به يك عرصه فعال بدل شده است و اين  ضد

ثري در مقابله با ميكروارگانيسم هاي بيماري ؤمواد نقش م
ن مطالعه معرفي تركيبات ياز اين رو هدف ا. زا دارند

 به توجه با .باشد يم ضد ميكروبيبا اثرات پپيتيدي جديد 
 جايگاه وعناب  گياه فرد به منحصر ميكروبي ضد خواص

 مطالعه نيدر ا كشورها، از بسياري سنتي طب در آن ويژه
 سازي خالص مراحل و ييايميش ويب يكهايتكن از استفاده با

 استخراج مناسب بيولوژيكي اثرات با جديد پپتيدي متنوع،
 از استفاده با اين ماده ولوژيكييب اثرات عديب مراحل در و

  .گردد يم بررسي قارچها و باكتريها

  روشهامواد و 
براي به دست : پروتئينهاعصاره گيري و رسوب دهي 

وردن عصاره پروتئيني، ميوه عناب در آب خيسانده شد و آ

يده شد و يسپس در درون يك هاون چيني به طور كامل سا
تركيبات . هموژن به دست آمد كاملاًدر نهايت يك محلول 
) Bandelin Germanyمدل ( وژياضافي توسط سانتريف

در . صاف شد ،حذف گرديد و محلول توسط كاغذ صافي
ادامه براي به دست آوردن عصاره پروتئيني، محلول حاصل 

درصد آمونيوم  85تا  0از مرحله قبل توسط شيب غلظتي 
رسوب دهي  سولفات و مطابق با استانداردهاي موجود،

ا شيب ملايم نمك ب گراد يسانتدرجه  4گرديد و در دماي 
موجود در  يپروتئينهات اين شرايط، تح. اشباع گرديد

عصاره گياهي در محلول به صورت ذرات كلوئيدي در 
از  يا مجموعهرسوب حاصل كه . ديآ يممحلول در 

وژ مجدد يكوچك و بزرگ است، توسط سانتريف يپروتئينها
جمع آوري گرديد و در ) دقيقه 20به مدت  12000دور (

 براي جدا. حل شد pH=6.8ميلي مولار با  5بافر فسفات 
سازي تركيبات پپتيدي با وزن كوچك، عصاره پروتئيني 

 اولترافيلتراسيوندالتون و كيل 10حاصل، از غشاي 
)Amicon, US( سپس عصاره فيلتر شده . عبور داده شد

يظ گرديد و در نهايت لغدالتون تو كيل 1توسط غشاي 
و نيتروژن مايع به  )CPERCN  مدل( توسط فريز دراير

  .)6( صورت پودر درآمد

براي خالص سازي، : جداسازي و خالص سازي پپتيد
ميلي ليتر بافر فسفات  10پودر حاصل از مرحله قبل در 

)0.1 M, pH 6.0 + 5mM EDTA (سپس . حل گرديد
 ephadex GS-50نمونه بر روي ستون ژل فيلتراسيون 

) M, pH 6.0 1.(ستون توسط بافر فسفات تزريق گرديد و 
شستشوي ستون با همان بافر مذكور انجام . به تعادل رسيد

جدا شده از ستون توسط دستگاه  يها نمونهجذب . شد
بر نانومتر بررسي گرديد و سپس  280ول موج جذب در ط

 كنانومتر، فراكشنها جمع آوري و خش 280طبق جذب در 
حاصل  يكهايپ، ها نمونهبراي خالص سازي بيشتر . گرديد

از ژل فيلتراسيون كه داراي اثر ضد ميكروبي بودند، در 
و روي  نيزه حل شدو حداقل حجم ممكن از آب دي

دستگاه ) KNAUER مدل( فاز معكوس يستونها
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 Macherey Nagelمدل ( كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا

GmbH ( ار تزريق روي ستون در هر بار مقدتزريق شد كه
 Aشستشوي ستون توسط محلول . ليتر بودو ميكر 400

)0.1% TFA in water ( 70انجام شد و در يك بازه زماني 
 Bمحلول  يا مرحلهدقيقه با استفاده از اضافه شدن 

)0.098% TFA in acetonitrile ( 5- 65شيب غلظتي 
ن بر اساس ميزا ها نمونهدرصد ايجاد گرديد تا 

 220مطابق با جذب در . از ستون جدا شوند كيناميدروديه
براي ارزيابي . جمع آوري و خشك شد ر اكشنهانانومتر، ف

خلوص پپتيدها، مقدار كمي از هر پيك بر روي ستون 
اكشن از ر هر ف. مورد بررسي قرار گرفت C18آناليتيكال 

  . )3( نظر فعاليت ضد ميكروبي مورد ارزيابي قرار گرفت

آناليز الگوي الكتروفورزي : ابي الگوي الكتروفورزيارزي
Tricine-عصاره خام و پپتيدهاي خالص شده با استفاده از 

PAGE-SDS  درصد  5/6از ژل استاكينگ . )34(انجام شد
درصد براي  15و  10قسمتي جدا كننده و و يك ژل د

بعد از اتمام كار،  .الگوي الكتروفورزي استفاده شد بررسي
  . نگ آميزي نيترات نقره، رنگ آميزي گرديدژل توسط ر

تعيين توالي پپتيدهاي خالص شده : تعيين توالي پپتيدها
توسط اسپكتروسكوپي جرمي و با استفاده از روش 

MALDI-TOF/TOF در دانشگاه ،York  انگليس انجام شد
 . و اطلاعات مربوط به توالي مورد ارزيابي قرار گرفت

مربوط به پپتيد حاصل با توالي  توالي : آناليز فيلوژنتيكي
پپتيدهاي ضد ميكروبي كه تاكنون كشف شده و در داده 
پايگاه پپتيدهاي ضد ميكروبي 

)http://aps.unmc.edu/AP/main.php ( به ثبت رسيده
سپس . هم ارزي گرديد ،است، با استفاده از برنامه بلاست

 CLC mainاز روي اين هم ارزي، با استفاده از نرم افزار 

workbench ترسيم  هايتواليك درخت فيلوژنتيكي بين اين
شد و بدين ترتيب جايگاه اين پپتيد در بين ساير پپتيدهاي 

  . موجود در داده پايگاه مشخص شد

اثرات ضد ميكروبي : سنجش اوليه فعاليت ضد ميكروبي
پپتيدهاي جمع آوري شده توسط روش نشر 

 مقدار ).18(، مورد بررسي قرار گرفت )RDA(شعاعي

CFU 106×4  مشتمل (ميلي ليتر محيط كشت  10باكتري با
مخلوط گرديد و ) درصد آگارز 1و  TSBدرصد  03/0بر 

با استفاده از پانچر . در درون پليت كشت ريخته شد
ي ها نمونهيي در محيط كشت ايجاد گرديد و سوراخها

ي ايجاد شده ريخته شد و چاهكهامورد آزمايش در درون 
درجه  37ساعت در انكوباتور با دماي  3 پليت به مدت

پس از طي اين مدت، محيط كشت . قرار گرفت گراد يسانت
درصد آگارز بود روي  1و  TSBدرصد  6ثانويه كه شامل 

ساعت در  18محيط اوليه ريخته شد و پليت به مدت 
 24سپس پليت به مدت . درجه قرار گرفت 37انكوباتور 

ميلي ليتر فرمالدهيد  15(ساعت توسط محلول رنگ آميزي 
ميلي  2ميلي ليتر آب و  63ميلي ليتر متانول،  27درصد،  37

پليت در ادامه به مدت . ، رنگ آميزي شد)گرم كوماسي بلو
درصد و دي متيل  10ده دقيقه توسط استيك اسيد 

ضد قارچي  تيفعال .درصد رنگ زدايي شد 2سولفوكسيد 
ي دو قارچ عصاره گياهي و پپتيدهاي خالص شده بر رو

Candida albicans  وAspergillus niger 1. بررسي شد 
ليتر از  ميلي 20ميلي ليتر از سوسپانسيون قارچي درون 

تزريق گرديد  Potato dextrose agar (PDA) محيط كشت
با استفاده از پانچر . و درون پليت كشت ريخته شد

يي در درون محيط كشت ايجاد گرديد و سوراخها
سپس . ريخته شد سوراخهاورد آزمايش در اين ي مها نمونه

انكوبه  گراد يسانتدرجه  35روز در دماي  7يتها به مدت پل
فعالي ). 6(شد و پس از طي اين مدت، نتايج ثبت گرديد 

بر روي دو پاتوژن گياهي  ها نمونهضد قارچي 
)Phomopsis azadirachtae  و Pythium ultimum ( نيز

  . )9( بررسي شد

: ميكروبي پپتيدها به صورت كميد اليت ضتعيين فع
براي تعيين فعاليت ضد ميكروبي پپتيدهاي خالص شده  به 
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مربوط به ) MIC(صورت كمي، حداقل غلظت مهاري 
 mg/mlپپتيد وزن شد و غلظتي معادل . پپتيدها تعيين شد

سپس از . كه حل شد PBSپپتيد در بافر. ساخته شد 6/0
 mg/ml 3/0  ،mg/ml ياغلظتهاين غلظت با رقيق سازي 

15/0  ،mg/ml 075/0  ،mg/ml 0375/0  وmg/ml 
-در محيط كشت مولر باكتريهاتمامي . آماده شد  01875/0

درجه  37ساعت و در دماي  18هينتون براث به مدت 
ميلي ليتر از اين محيط كشت  1. رشد داده شد گراد يسانت
 15 ميلي ليتر محيط كشت تازه منتقل و براي مدت 9به 

انكوبه گرديد و در  گراد يسانتدرجه  37ساعت در دماي 
با محيط كشت تعديل شد تا غلظت  باكتريهانهايت غلظت 

ليتر از اين و ميكر 100باشد  CFU/ml 6 10  باكتريهانهايي 
ليتر از محيط كشت و ميكر 80سوسپانسيون باكتريايي با 

 96روپليت ميك يچاهكهاتازه مخلوط گرديد و در داخل 
 20رقتي پپتيدها  يالهايسراز  سپس. ريخته شد يا خانه
اضافه  يچاهكهاليتر برداشت شد و در درون و ميكر
در هر چاهك  باكتريهابر اين اساس غلظت نهايي . گرديد
 24ميكروپليت به مدت . خواهد بود CFU/ml 5 10معادل 

بعد از . انكوبه شد گراد يسانتدرجه  37ساعت در دماي 
نانومتر توسط دستگاه  600در  ها چاهك اين مدت، جذب

اندازه گيري شد و نتايج با ) OPTIZENمدل ( اليزا ريدر
براي تعيين حداقل غلظت . نمونه كنترل مقايسه گرديد

ليتر از و ميكر 180قارچي،  يها نمونهمهاري مربوط به 
 تريكروليم 10با  Sabouraud Dextrose Agarمحيط كشت 

ليتر از و ميكر 10و ) CFU/ml 106(سوسپانسيون قارچي 
مخلوط گرديد و درون ميكروپليت  ها نمونهسريال غلظتي 

درجه  37ساعت در دماي  24ريخته شد و سپس به مدت 
حداقل غلظت مهاري به صورت . انكوبه شد گراد يسانت

غلظتي از پپتيد تعريف شد كه در آن غلظت رشد باكتري به 
گرم  يباكترز دو ا). 42و  18(طور كامل مهار شده بود 

 Klebsiellaو  Escherichia coli HP101BA 7601cمنفي 

pneumonia PTCC1388 دو باكتري گرم مثبت ،
Staphylococcus aureus PTCC1431 ،Bacillus subtilis 

PTCC4533  يقارچهاو Phomopsis azadirachtae ،
Pythium ultimum ،Aspergillus niger  وCandida 

albicans  اندازه گيري برايMIC تمامي . استفاده شد
   .دگرديبه صورت سه بار تكرار انجام  سنجشها

براي سنجش فعاليت هموليزي، : سنجش فعاليت هموليزي
ن يك لوله هپارينه به درو انسانميلي ليتر از خون تازه  5

دقيقه در دور  5اين نمونه خوني به مدت  سپس. ريخته شد
شود و  قرمز خون جدا يلهاسلووژ گرديد تا يسانتريف 4500
ميلي ليتر بافر  4رسوب حاصل پنج بار با استفاده از سپس 

 4500شسته شد و بار ديگر در دور ) PBS(فسفات سالين 
در . شفاف شود كاملاًوژ گرديد تا محلول رويي يسانتريف

قرمز خون توسط  يسلولهاآخرين مرحله از خالص سازي، 
براي سنجش هموليز، . رقيق گرديد PBSميلي ليتر بافر 20
ليتر از سريال غلظتي پپتيدها كه در بخش قبل و ميكر 10

ليتر و ميكر 190ميكروفيوژ كه شامل  يها لولهآماده شد به 
ميكروفيوژها . خوني رقيق شده بود، اضافه گرديد يسلولها

انكوبه  گراد يسانترجه د 37دقيقه در دماي  30به مدت  
 4000دقيقه در دور  5به مدت  ها لوله سپس. گرديد
از محلول رويي حاصل از  رميكروليت100. وژ شديسانتريف
رقيق گرديد تا حجم  PBSوژ برداشته شد و با يفيسانتر

 567در طول موج  ها لولهجذب . ميلي ليتر برسد 1نهايي به 
كه ) درصد X-100 )1از تريتون . نانومتر اندازه گيري شد

، به عنوان شود يمن قرمز خو يسلولهاباعث ليز شدن كامل 
نتايج با نمونه كنترل مقايسه . )18(كنترل مثبت استفاده شد 

  . گرديد

  نتايج
 گونه همان: خالص سازي و سنجش فعاليت ضد ميكروبي

نشان داده شده است،  پيك عمده از ستون  1aكه در شكل 
Sephadex G-50  جمع آوري گرديد و سنجش فعاليت ضد

داراي فعاليت ضد ميكروبي  4ميكروبي نشان داد كه پيك 
گرم مثبت و گرم منفي و  يباكتريهابسيار گسترده عليه 

براي خالص سازي بيشتر، اين . باشد يم قارچهاهمچنين 
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تزريق گرديد و در  RP-HPLCپيك فعال بر روي ستون 
پيك از اين جداسازي به دست آمد كه در شكل  5نهايت 

1b اثر ضد پيك 5در بين اين . نشان داده شده است ،
.  بيشتر بود كهايپدر مقايسه با ساير  1ميكروبي پيك 

نشان داده  2در شكل ) Z(1فعاليت ضد ميكروبي پيك 
پيك خشك گرديد و جهت تعيين براين، اين ابن. است
آناليز  TOF-MALDIتوسط اسپكتروسكوپي جرمي  توالي
  . گرديد

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

): b. (انجام شد Sephadex G-50ژل فيلتراسيون عصاره گياهي كه بر روي ستون ): Zizyphus jujuba) .aجداسازي پپتيد از گياه  -1شكل 
ي گذار نام HPLC-C18 RP ،zپيك فعال حاصل از ستون . HPLC-C18 RPحاصل از ژل فيلتراسيون بر روي ستون  4خالص سازي كامل پيك 

  ).Ziziphus؛ مخفف z(شده است 
فورزي عصاره خام الگوي الكترو: الگوي الكتروفورزي

در  PAGE-SDSگياهي و پپتيدهاي خالص شده بر روي 
يندهاي آبعد از طي فر. نشان داده شده است 3شكل 

، يك باند SDS-PAGEخالص سازي و مطابق با آناليز 
 8/5(پروتئيني بسيار تيز با وزن مولكولي كمتر از انسولين 

از اين نتيجه با نتيجه حاصل . به دست آمد) دالتونو كيل
كه در ادامه  گونه همان(دارد  يهمخوانتعيين توالي پپتيد 

  ).ذكر شده است

پپتيد مورد : تعيين توالي پپتيد و خصوصيات ساختاري
نشان داده شده است، توسط  b 1نظر كه با پيكان در شكل 

اسپكتروسكوپي جرمي و توسط دانشگاه يورك تعيين توالي 
خلاصه  1جدول  اطلاعات مربوط به اين توالي در. گرديد

 ردپپتيد مو كتروسكوپيآناليز اسپ 4شكل . شده است
، اين 1و جدول  4مطابق با شكل . دهد يمآزمايش را نشان 

لي آن اآمينواسيد تشكيل شده است كه تو 31پپتيد از 
: عبارت است از

CARLNCVPKGTSGNTETCPCYASLHSCRKYG .  

*
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در ) 2(ايسين و نئوم) 1(مربوط به پپتيد جديد RDAنتايج  -2شكل 
  .E.coli (a) ،K. pneumoniae (b) ،S. aureus (c) ،Bبرابر 

(d)subtilis ،(e)C. albicans  ،(f)A. niger  ،Pythium 

(g)ultimum   و(h)Phomopsis azadirachtae  . در هر
  .ميكروگرم نمونه تزريق گرديد 5چاهك 

 آمدهدالتون به دست  83/3308وزن مولكولي اين پپتيد 
چندين آمينواسيد . كه با وزن تئوري آن همساني دارد است

شده است  بببازي در ساختار اين پپتيد وجود دارد كه س
اين حالت در بسياري از . باشد+ 4 دتا بار خالص اين پپتي

پپتيد . پپتيدهاي ضد ميكروبي ديگر نيز مشاهده شده است
حاصل با پپيتدهاي موجود در داده پايگاه پپتيدهاي ضد 

روبي مقايسه گرديد و مشخص شد كه هيچ پپتيدي به ميك

از اين رو پيشنهاد . طور كامل با اين پپتيد همولوژي ندارد
. شد كه اين پپتيد، يك پپتيد ضد ميكروبي جديد است

 ExPASy MW/Piآناليز ساختاري اين پپتيد توسط ابزار 
)/www.expasy.ch/tools/pi_tool.htmlhttp:/ ( نشان داد

  . باشد يم 76/8الكتريك و ايز pHكه اين پپتيد داراي 

 
) 4پيك (، فراكشن فعال )1(الگوي الكتروفورزي عصاره خام  -3شكل

 C18، پپتيد خالص شده از ستون )2(حاصل از ستون ژل فيلتراسيون 

RP-HPLC )3 ( و ماركرهاي وزني)4 .(a :ينوژن تريپس)23 
  ).كيلودالتون 8/5(انسولين: c؛ )دالتونو كيل 14(ليزوزيم: b؛ )كيلودالتون

توالي اين پپتيد جديد با توالي چندين : آناليز فيلوژنتيكي
پپتيد ضد ميكروبي كه از منابع مختلف به دست آمده بود، 

نتايج . ستنشان داده شده ا a5نتايج در شكل . انجام شد
اين پپتيد تا حدي به پپتيد ضد  نشان داد كه هم ارزي
به دست  Solanum tuberosumكه از  Snakin-2ميكروبي 

آناليز فيلوژنتيكي توالي . ، شباهت دارد)25(است  آمده
اين پپتيد . شد آمينواسيدي با رسم درخت فيلوژنتكي انجام

شكل (شباهت توالي دارد  Snakin-2 درصد با 39/39تا 
b5 .( ين پپتيد، يك پپتيد ضد ميكروبي ، اها دادهبر طبق اين

جديد است كه براي اولين بار در اين تحقيق معرفي شده 
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  .)26(شد  يگذار نام Z-Snakinپپتيدهاي ضد ميكروبي،  يگذار ناماز اين رو اين پپتيد جديد بر اساس سيستم . است
  

  .Zizyphus jujubaالكتريك پپتيد خالص شده از گياه و ايز pHساختار اوليه، وزن مولكولي و  -1جدول 
Peptide Sequence Mass(Da) pH Homology 

peptide 

Z CARLNCVPKGTSGNTETCPCYASLHSCR
KYG 

3308.823 8.76 None found 

       z*  مخففZizyphus باشد يم.  

  .MALDI-TOFتعيين وزن مولكولي و توالي آمينواسيدي پپتيد جديد توسط اسپكتروسكوپي  -4شكل 
  

نتايج ارزشيابي :  )MIC(تعيين حداقل غلظت مهاري 
 2در جدول  Z-Snakinكمي فعاليت ضد ميكروبي پپتيد 

نتايج نشان دهنده فعاليت ضد ميكروبي . خلاصه شده است
 قارچهاباكتريايي و  يها هيسوثر اين پپتيد عليه ؤبسيار م

ه نشان داد 2كه در جدول  گونه همان. مطالعه شده است
حاصل از تست كمي به خوبي با نتايج حاصل  جينتااست، 

بيشترين اثر ضد . همپوشاني دارد) RDA(از تست كيفي 
 Phomopsisميكروبي پپتيد جديد بر روي قارچ 

azadirachtae گرديد كه مشاهده MIC ط به آنبومر  

µg/ml 65/7 سويه در  نيتر مقاومدر حالي كه ؛ باشد يم

بود كه  Staphylococcous aureus تريبرابر اين پپتيد، باك
MIC  مربوط به آنµg/ml 8/28مي باشد.  

نشان  6كه در شكل  گونه همان: سنجش فعاليت هموليزي
 يغلظتهاخوني انسان به خوبي  يسلولهاداده است، 

كه  يا گونه، به كنند يمرا تحمل  Z-Snakinمتفاوت پپتيد 
 گونه چيه، )μg/ml 100(در بالاترين غلظت مورد استفاده 

مقايسه با تريتون ر و د شود ينمفعاليت هموليزي مشاهده 
100-X وليزي بر روي مفعاليت ه گونه چيه، پپتيد جديد

  . دهد ينمخوني انسان نشان  يسلولها
 



 1393، 2، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

218 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

هم ارزي . با توالي ساير پپتيدهاي ضد ميكروبي Snakin-Zهم ارزي توالي آمينواسيدي ): Snakin-Z) .aهم ارزي و درخت فيلوژنتيكي  -5شكل 
پپتيد ضد ميكروبي  10توالي آمينواسيدي . Snakin-Zدرخت فيلوژنتيكي ): b. (انجام شد CLC Main Work Bench Ver.5.5توسط نرم افزار 

طول خطوط ميزان شباهت را . ي شاخه نوشته شده استنام هر توالي در انتها. از داده پايگاه ضد ميكروبي با پپتيد جديد در اين درخت درج شده است
  .دهد يمنشان 

  

  ي گير نتيجه و بحث
پپتيد هاي ضد ميكروبي ابزار بسيار جالب و كارآمدي براي 

و  29، 16، 13(ي باكتريايي و قارچي هستند عفونتهادرمان 
پپتيدهاي ضد ميكروبي بسيار متعددي با ساختارها و ). 36

ي غني از پروتئينها، cyclotides عملكردهاي مختلف مثل
از گياهان گزارش شده  purothioninو  snakinsگليسين، 

در اين مطالعه، يك پپتيد ضد ). 36و  17، 12(است 
ميكروبي جديد كشف گرديد كه با هيچيك از پپتيدهايي كه 

  .تاكنون گزارش شده است شباهت ساختاري ندارد

a

b
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  ي مختلفكروبهايمبر عليه  Snakin-Zحداقل غلظت مهاري پپتيد  -2جدول 

Microorganism MIC for natural peptide 
(µg/ml)* 

Escherichia coli 
Klebsiella pneumoniae 
Bacillus  subtilis 
Staphylococcus aureus 
Aspergilus niger 
Candida albicans 
Phomopsis azadirachtae  
Pythium ultimum 

13.6 
14.1 
24.2 
28.8 
9.3 

8.23 
7.65 
8.36 

  .هر آزمايش حداقل سه بار تكرار گرديده است*                                             

  

 

 
 

  .)داده ها ميانگين سه تكرار هستند( ) μg/ml 100-5( مختلف يغلظتهادر  Z-Snakinبررسي فعاليت هموليزي پپتيد ضد ميكروبي  -6شكل 
  

و  باكتريهااين پپتيد فعاليت بسيار بالايي در مهار رشد 
جديد داراي آمينواسيدهاي كاتيونيك و پپتيد . دارد قارچها

خصوصيات در ساير  نكه اي گونه همانهيدروفوبيك است؛ 
. )32و14(پپتيدهاي ضد ميكروبي نيز مشاهده شده است 

نشان داده شده است، با شكست  4گونه كه در شكل  همان
و  bو  aپپتيد در نقاط مختلف توالي و توليد قطعات 

با توجه به وزن قطعات و همپوشاني قطعات توليد شده و 
اين ). 1جدول (آمينواسيدها، توالي كامل پپتيد تعيين گرديد

شباهت  )Snakin )25-2درصد با پپتيد  39/39پپتيد تا 
ساختاري دارد، اما شمار آمينواسيدهاي اين پپتيد در مقايسه 

كمتر است و در بخشي از توالي نيز با اين  Snakin-2با 
ين رو پپتيد اين مطالعه، يك پپتيد از ا. وت دارداپپتيد تف

خصوصيات ساختار اوليه اين . ضد ميكروبي جديد است

كه اين پپتيد از اعضاي خانواده  دهد يمپپتيد جديد نشان 
بنابراين بر . باشد يم) شبه ديفنسين ها( Snakin-2پپتيدهاي 

ناميده  Z-Snakinپپتيدها، اين پپتيد  يگذار نامطبق سيستم 
ها براي اولين بار از گياه  Snakin. )12 و 20، 8(شد 

Solanum tuberosum  22(جداسازي و شناسايي گرديدند 
 يا گستردهفعاليت ضد ميكروبي بسيار  Z-Snakin. )52 و

 قارچهاگرم منفي و گرم مثبت و همچنين  يباكتريهارا عليه 
گرم منفي و  يباكتريهادر مقايسه با  قارچها. دهد يمنشان 

 تر حساست به عملكرد اين پپتيد جديد گرم مثبت، نسب
گياهي،  يزا يماريب يقارچهاهستند و در اين بين 

اين . دهند يمحساسيت بيشتري را از خود نشان 
خصوصيت مشابه با ساير پپتيدهاي موجود در خانواده 

همانند  Z-Snakin. )40 و 36، 11( باشد يمديفنسين ها 
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و  14، 10(ان اكثر پپتيدهاي ضد ميكروبي حاصل از گياه
در . و غني از آمينواسيد سيستئين است ، يك پپتيد بازي)39

آمينواسيد سيستئين وجود دارد و با  5ساختار اين پپتيد 
دي  يپلهاتوجه به اين امر اين امكان وجود دارد كه 

باعث پايداري اين  تواند يمسولفيدي بين اين آمينواسيدها 
مكانيسم فعاليت  مدل، نيتر متداول سبر اسا. پپتيد شود

 ميان اساسضد ميكروبي اكثر پپتيدهاي ضد ميكروبي بر 
 ها كروبيمكنش بار مثبت پپتيد با فسفوليپيدهاي غشايي 

كه سبب بر هم خوردن تماميت غشاي ميكروب و  باشد يم
، 27( شود يمو در نهايت از بين رفتن آن  ءتخريب غشا

نواسيد با توجه به وجود چندين آمي. )43و  40، 31، 28
دو آمينواسيد ليزين و دو ( Z-Snakinبازي در ساختار پپتيد 

خنثي داراي بار خالص  pH، اين پپتيد در )آمينواسيد آرژنين
 كند يمو اين خصوصيت ساختاري توجيه  باشد يممثبت 

ذكر شده يعني با  مكه اين پپتيد از طريق همان مكانيس
فتن ، سبب از بين رءو تخريب غشا ءغشا باش كنميان
پپتيد جديد حاصل از اين مطالعه در  .شود يم كروبهايم

مقايسه با بسياري از پپتيدهاي ضد ميكروبي موجود در داده 
ثرتري را از خود ؤپايگاه ضد ميكروبي اثرات بيولوژيكي م

پپتيدهاي حاصل از گياهان . )50و  41، 28(نشان مي دهد 
اراي نشان مي دهد كه اكثر پپتيدهاي حاصل از گياهان د

فعاليت ضد ميكروبي عليه قارچهاي بيماري زاي گياهي 
هستند و در موارد نادر، اين پپتيدها عليه سويه هاي 

 ءجز Snakin Zپپتيد ). 33و19(باكتريايي نيز فعاليت دارند 
پپتيدهاي نادر حاصل از گياهان است كه علاوه بر فعاليت 

تريايي ضد قارچي عليه پاتوژنهاي گياهي، داراي اثر ضد باك
فعاليت كثريت پپتيدهاي ضد ميكروبي داراي ا. نيز مي باشد

حداقل ميزان كمي  ارايو برخي د هستندهموليز بالايي 
، اما پپتيد ضد ميكروبي )49و37(فعاليت هموليزي هستند 

فعاليت هموليز  گونه چيهجديد معرفي شده در اين مطالعه 
نشان به طوري كه  ؛خوني انسان ندارد يسلولهابر روي 

قرمز خون ميانكنشي  يگلبولهااين پپتيد با غشاي  دهد يم
در بالاترين غلظت مورد استفاده براي سنجش  .ندارد

 1/0، اين پپتيد كمتر از )µg/ml100(فعاليت هموليزي 
 با توجه به. درصد از خود فعاليت هموليزي نشان مي دهد

يعني فعاليت ضد ميكروبي  خصوصيات منحصر به فرد،
 تواند يم  Z-Snakinالا و عدم فعاليت هموليزي،بسيار ب

مطالعات . براي اهداف درماني مورد استفاده قرار بگيرد
اين پپتيد  تواند يمحيواني  يمدلهابيشتر روي اين پپتيد در 
معرفي  عفونتهاديد براي مقابله با جرا به عنوان يك داروي 

  . كند

 منابع

1. Al-Reza SM, Rahman A, Lee J et al. 2010. 
Potential roles of essential oil and organic 
extracts of Zizyphus jujuba in inhibiting food-
borne pathogens. Food Chem. 119:981-986. 

2. Al-Reza SM, Yoon JI, Kim HJ et al. 2010. Anti-
inflammatory activity of seed essential oil from 
Zizyphus jujuba. Food Chem Toxicol. 48:639-
643. 

3. Asoodeh A, Zardini HZ, Chamani J. 2010. 
Identification and characterization of two novel 
antimicrobial peptides, temporin-Ra and 
temporin-Rb, from skin secretions of the marsh 
frog (Rana ridibunda). J. Pept. Sci.18:10-16. 

4. Borris R P. 1996. Natural products research: 
perspectives from a major pharmaceutical 
company. J Ethnopharmacol. 51:29-38. 

5. Cyong J-C, Takahashi M. 1982. Identification of 
guanosine 3′:5′-monophosphate in the fruit of 
Zizyphus jujuba. Phytochemistry. 21:1871-1874. 

6. Daneshmand F, Zare-Zardini H, Tolueinia B, 
Hasani Z,Ghanbari T. 2013. Crude extract from 
ziziphus jujuba fruits, a weapon against pediatric 
infectious disease. IJPHO. 3: 35-40 

7. Daniel E M. 1996. An analysis of the food plants 
and drug plants of native North America. J 
Ethnopharmacol. 52:1-22. 

8. De Lucca AJ. 2000. Antifungal peptides: 
potential candidates for the treatment of fungal 
infections. Expert Opin. Invest. Drugs. 9:273-
299. 

9. De Caleya RF, Gonzalez-Pascual B, García-
Olmedo F et al. 1972. Susceptibility of 



 1393، 2، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

221 

Phytopathogenic Bacteria to Wheat Purothionins 
In Vitro. Appl Microbiol. 23:998-1000. 

10. Garcı´a-Olmedo F, Rodriguez-Palenzuela P, 
Molina  A et al. 2001. Antibiotic activities of 
peptides, hydrogen peroxide and peroxynitrite in 
plant defence. FEBS Lett. 498:219-222. 

11. García-Olmedo F, Molina A, Alamillo JM et al. 
1998. Plant defense peptides. Peptide Science. 
47:479-491. 

12. Guaní-Guerra E, Santos-Mendoza T, Lugo-
Reyes SO et al. 2010. Antimicrobial peptides: 
General overview and clinical implications in 
human health and disease. Clin Immunol. 135:1-
11. 

13. Hancock RE. 2000. Cationic antimicrobial 
peptides: towards clinical applications. Expert 
Opin. Invest. Drugs. 9:1723-1729. 

14. Hans G B. 1991. Antibacterial peptides: Key 
components needed in immunity. Cell. 65:205-
207. 

15. Hung CF, Hsu BY, Chang SC et al. 2012. 
Antiproliferation of melanoma cells by 
polysaccharide isolated from Zizyphus jujuba. 
Nutrition. 28:98-105. 

16. Kim SS, Shim MS, Chung J et al. 2007. 
Purification and characterization of antimicrobial 
peptides from the skin secretion of Rana 
dybowskii. Peptides. 28:1532-1539. 

17. Kovaleva V, Kiyamova R, Cramer R et al. 2009. 
Purification and molecular cloning of 
antimicrobial peptides from Scots pine seedlings. 
Peptides.30 (12), 2136-2143. 

18. Lehrer RI, Rosenman M, Harwig SSSL et al. 
1991. Ultrasensitive Assays for Endogenous 
Antimicrobial Polypeptides. J Immunol 
Methods. 137:167-173. 

19. Li J, Liu Y, Fan L et al. 2011. Antioxidant 
activities of polysaccharides from the fruiting 
bodies of Zizyphus Jujuba cv. Jinsixiaozao. 
Carbohyd Polym. 84:390-394. 

20. Liang J, Han Y, Li J et al. 2006. A novel 
bradykinin-like peptide from skin secretions of 
rufous-spotted torrent frog, Amolops loloensis. 
Peptides. 27:2683-2687. 

21. Lu Y, Li J, Yu H et al. 2006. Two families of 
antimicrobial peptides with multiple functions 
from skin of rufous-spotted torrent frog, 
Amolops loloensis. Peptides. 27:3085-3091. 

22. Manners J. 2009. Primitive Defence: The 
MiAMP1 Antimicrobial Peptide Family. Plant 
Mol Biol Rep. 27:237-242. 

23. Marcus JP, Goulter KC, Green JL et al. 1997. 
Purification, Characterisation and cDNA 
Cloning of an Antimicrobial Peptide from 
Macadamia Integrifolia. Eur J Biochem. 
244:743-749. 

24. Mariana SC, Wagner F. 2005. Plant Defense and 
Antimicrobial Peptides. Protein Peptide Lett. 
12:11-16. 

25. Moreno M, Segura A, Moreno M et al. 2002. 
Snakin-2, an Antimicrobial Peptide from Potato 
Whose Gene Is Locally Induced by Wounding 
and Responds to Pathogen Infection. Plant 
Physiol. 128: 951–961. 

26. Michael C. 2008. Reflections on a systematic 
nomenclature for antimicrobial peptides from the 
skins of frogs of the family Ranidae. Peptides. 
29:1815-1819. 

27. Oard S, Enright F. 2006. Expression of the 
antimicrobial peptides in plants to control 
phytopathogenic bacteria and fungi. Plant Cell 
Rep. 25:561-572. 

28. Park JM, Jung JE, Lee BJ. 1995. Antimicrobial 
Peptide from the Skin of a Korean Frog, Rana-
Rugosa (Vol 205, Pg 948, 1994). Biochem 
Bioph Res Co. 209:775-775. 

29. Park S, Park SH, Ahn H-C et al. 2001. Structural 
study of novel antimicrobial peptides, nigrocins, 
isolated from Rana nigromaculata. FEBS Lett. 
507:95-100. 

30. Pawlowska AM, Camangi F, Bader A et al. 
2009. Flavonoids of Zizyphus jujuba L. and 
Zizyphus spina-christi (L.) Willd (Rhamnaceae) 
fruits. Food Chem. 112:858-862. 

31. Pelegrini PB, Franco OL. 2005. Plant γ-thionins: 
Novel insights on the mechanism of action of a 
multi-functional class of defense proteins. The 
International Journal of Biochemistry and Cell 
Biology. 37:2239-2253. 

32. Reddy KVR, Yedery RD, Aranha C. 
2004.Antimicrobial peptides: premises and 
promises. Int J Antimicrob Ag. 24 (6), 536-547. 

33. Ribeiro SFF, Carvalho AO,Da CunhaM et al. 
2007. Isolation and characterization of novel 
peptides from chilli pepper seeds: Antimicrobial 
activities against pathogenic yeasts. Toxicon. 50 
(5), 600-611. 

34. Schagger H. 2006. Tricine-SDS-PAGE. Nat 
Protoc. 1:16-22. 

35. Segura A, Moreno M, Madueño F et al. 1999. 
Snakin-1, a Peptide from Potato That Is Active 
Against Plant Pathogens. Mol Plant-Microbe In. 
12:16-23. 



 1393، 2، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

222 

36. Selitrennikoff CP. 2001. Antifungal Proteins. 
Appl Environ Microb. 67:2883-2894. 

37. Suzuki. 1995. Isolation and characterization of 
novel antimicrobial peptides rugorsins A,B and 
C from the skin of the frog, Rana rugosa. 
Biochem Biophys Res Commun. 212:249-254. 

38. Terras F, Schoofs H, De Bolle M et al. 1992. 
Analysis of two novel classes of plant antifungal 
proteins from radish (Raphanus sativus L.) 
seeds. J Biol Chem. 267:15301-15309. 

39. Thevissen K, Terras FRG, Broekaert WF. 1999. 
Permeabilization of Fungal Membranes by Plant 
Defensins Inhibits Fungal Growth. App Environ 
Microb. 65:5451-5458. 

40. Tran D, Tran PA, Tang Y-Q et al. 2002. 
Homodimeric θ-Defensins from Rhesus 
macaque Leukocytes. J Biol Chem. 277:3079-
3084. 

41. Urbán E, Nagy E, Pál T et al. 2007. Activities of 
four frog skin-derived antimicrobial peptides 
(temporin-1DRa, temporin-1Va and the melittin-
related peptides AR-23 and RV-23) against 
anaerobic bacteria. Int J Antimicrob Ag. 29 (3), 
317-321. 

42. Xu C, Ma D, Yu H et al. 2007. A bactericidal 
homodimeric phospholipases A2 from Bungarus 
fasciatus venom. Peptides. 28:969-973. 

43. Yechiel S. 1999. Mechanism of the binding, 
insertion and destabilization of phospholipid 
bilayer membranes by α-helical antimicrobial 
and cell non-selective membrane-lytic peptides. 
BBA- Biomembranes. 1462:55-70. 

44. Yoon JI, Al-Reza SM, Kang SC. 2010. Hair 
growth promoting effect of Zizyphus jujuba 
essential oil. Food Chem Toxicol. 48:1350-1354. 

45. Yu D, Sheng Z, Xu X et al. 2006. A novel 
antimicrobial peptide from salivary glands of the 
hard tick, Ixodes sinensis. Peptides. 27:31-35. 

46. Zasloff M. 2002. Antimicrobial Peptides in 
Health and Disease. N Engl J Med. 347:1199-
1200. 

47. Zasloff M. 2002. Antimicrobial peptides of 
multicellular organisms. Nature. 415:389-395. 

48. Zasloff M. 2006. Defending the epithelium. Nat 
Med. 12:607-608. 

49. Zhang, Y. and K. Lewis 1997. "Fabatins: new 
antimicrobial plant peptides." Fems Microbiol 
Lett 149(1): 59-64. 

50. Zhao J, Guo L, Zeng H et al. 2012. Purification 
and characterization of a novel antimicrobial 
peptide from Brevibacillus laterosporus strain 
A60. Peptides. 33 (2), 206-211. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1393، 2، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

223 

 
Identification and purification of a new antimicrobial peptide 

from ziziphus jujuba 
Daneshmand F. 

Biology Dept., Payame Noor University, Tehran, I. R. of Iran. 

Abstract 
In this study, an antibacterial and antifungal peptide named; Snakin-Z was identified 
and purified from the fruit of Zizyphus jujuba, using gel filtration and reverse-phase 
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC). This peptide is composed of 31 
amino acids with the sequence of: CARLNCVPKGTSGNTETCPCYASLHSCRKYG. 
The molecular weight of this peptide was found to be 3308.823 Da. By multiple 
sequence alignment, Snakin-Z was seen to have highest similarity to antimicrobial 
peptide (AMP) Snakin-2, but this peptide shows no sequence homology to any AMP in 
the peptide database. Studies have shown that Snakin-Z has potent antimicrobial 
activity both against Gram-positive and Gram-negative bacteria as well as fungi. 
Minimum inhibition concentration (MIC) value of this peptide is suitable for potent 
antimicrobial peptides. Significant antifungal activity of Snakin-Z was seen to have a 
greatest effect on Phomopsis azadirachtae with the MIC value of 7.65 µg/ml; While, 
among bacterial strains, Staphylococcous aureus was investigated to be the most 
resistant one with the MIC of 28.8 µg/ml. Human red blood cells showed good 
tolerance while exposed to the Snakin-Z. Regarding its antimicrobial activities and its 
effect against various pathogens and no hemolytic activity, we believe that Snakin-Z is 
appropriate candidate for the therapeutic applications in the future.  

Key words: Antimicrobial peptides, Zizyphus jujuba, Gel filtration, RP-HPLC, MIC 

 


