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 مقدمه
همگاان مشا ا اسا       يها برا کيوتيامروزه نقش پروب

به اين مضمون دارد که  سازمان خواروبار جهاني )فائو( تعريفي

هستند که وقتاي باه    يا زنده يها سميکروارگانيها م پروبيوتيک

 شود يباعث حفظ سلامتي ميزبان م شود يمقدار کافي مصرف م

ذکر  يوتيکيک باکتري پروب يها يژگيکه در اين تعريف تمام و

شااام   کيدلاکتياساا يهااا ي[  انااواب باااکتر1،2شااده اساا   

 يهاا  گوناه  وم،يدوباکتريفيب يها گونه لوس،يلاکتوباس يها گونه

لوکونوساتو    س،يلاکتوکوکاوس لاکتا   وم،يانتروکوکوس فاسا 

اسااترپتوکوکوس  ،يلاکتيدياساا وکوکوسيپااد دس،ياامزانتروئ

باشاند    يما  کيا وتيپروب يهاا  سام يکروارگانياز م لوسيترموف

از قنادها   کيدلاکتياسا  ديتول ييتوانا کيدلاکتياس يها يباکتر

لاکتوکوکاوس از   يها هي[  سو3را دارند   ريمرحله ت م يدر ط

وجاود   رترشيکه در شا  باشند يم کيدلاکتياس يها دکنندهيتول

 نيا   از اباشاند  يما  کيا وتيها پروب از آن هيسو نيدارند و چند

  يا از قب ييايا   داشاتن مزا يا به دل سيلاکتوکوکوس لاکت انيم

     Email: rmajidzadeh@um.ac.ir                                                            051-3880574 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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ماورد توجاه در درماان     (Nisin) نيسا يباکتريوساين نا  ديتول

کنناده   و متعاادل  يا روده يهاا  ينااراحت   يا از قب هايي يماريب

 يعيطب يکروبيضد م ديپپت ن،يسي[  نا4روده اس    کروفلوريم

و  شاود  يم ديتول سياز لاکتوکوکوس لاکت ييها هيکه توسط سو

گارم مببا  و تاا     يهاا  يبااکتر  دطور مؤثر باعث مهار رش به

عنااوان    عاالاوه باار آن بااه شااود يماا يگاارم منفاا يحاادود

در  يکروباايم و عاماا  بااالقوه ضااد  يعاايطب يهااا دارنااده نگااه

کااربرد دارد    يو محصاولا  بهداشات   يپزشاک  دام ،يسازدارو

 نيباعث از با  ،ييدر غشاء پلاسما ييها شکاف جاديبا ا نيسينا

 سيلاکتوکوکاوس لاکتا   نيچنا  [  هم5  شود يم ها يرفتن باکتر

 لودالتاون يک 100تاا   10 نيبا وزن ب ييها نيپروتئ انيقادر به ب

مطالعه که  نيا استفاده شده در pBU003 دي[  پلاسم0باشد   يم

ترشا    ييفاقاد تواناا   گاردد  يم انيب سيدر لاکتوکوکوس لاکت

 نيگزيبه خارج از سلول اس   پلاسميد مذکور از جاا  نيپروتئ

 ديدر پلاسام  pPET21(b+) پلاساميد  کلونينگکردن جايگاه 

pNZ3004      7ساخته شاده اسا ] pNZ3004  نيگزياز جاا 

 گناليسا  يتاوال که شام  پروموتور و  bp512 قطعه کيکردن 

-Sal I گااه يدر جا PGKV210 دياسا  در پلاسام   A لاکتااز 

EcoR I ديساخته شده اس   پلاسم PGKV210 قيخود از تلف 

pWVO1 و pE194 cop-6    کااه حاماا  قن مقاااوم بااه

و  M13mp11 ديپلاسام  نگيکلون  ياس  و سا نيسيترومايار

که حام  قن مقااوم باه    pPL603 دياز پلاسم يب ش  يدر نها

[ کااه قاادر  تکبياار در 8اساا  ساااخته شااده   کاا يکلرامفن

کلي را اشرشايا  يهاا  هيگرم مبب  و بعضي از ساو  يها يباکتر

 يا رهيا بارداري دا  يصور  کپا  ها به دارند و مکانيسم تکبير آن

(Rolling circle replication)    9اس ] 

باوده لاذا    سيلاکتوکوکوس لاکتا  pBU003 ديپلاسم منشأ

را در  يسالول  يهاا توساط نوکلئاز  هيمشکلا  مربوط به تجز

  را ندارد ها  يلاکتوباس نيچن لاکتوکوکوس و هم

وجود دارد ايان   pBU003 که در وکتور ياز مشکلات يکي

قاادر باه    ديپلاسام  نيا ا قيشده از طر ديتول نياس  که پروتئ

 يجاا ناشا   آن مشاک  از  نيا و ا سا  يانتقال به خارج سلول ن

نشاده   يطراحا  ديپلاسام  نيا يبرا يديپپت گناليکه س شود يم

ز تولياد ياک پروبيوتياک نوترکيا      جا که هدف ا اس   از آن

قن در محايط دساتگاه    ترش  يک آنزيم يا يک آنتاي  اندتو مي

زيادي پيادا    ياهم يگوارش باشد، توانايي ترش  خارج سلول

به خارج سالول   دينوترکي  با نيکند  در موارد فوق  پروتئ مي

باا   رساد  يباه نرار ما    نيگردد تا اثرب ش باشد؛ بنابرا  يهدا

 نيئکاه قاادر باه انتقاال پاروت      ديا پپت گناليسا  کي يريقرارگ

 نيپاروتئ  ييباشد بتوان کارا زبانيبه خارج از سلول م  ينوترک

 نيمشاک  از پاروتئ   نيا حا  ا  يداد  بارا  شيرا افزا  ينوترک

 انيب شيزمان باعث افزا که هماستفاده شد  usp45 کننده  يهدا

[  در مطالعا  انجام شده 4  شود يم يترش  خارج سلول زيو ن

 Signal) کننده  يهدا نيوتئپر نيچند انينشان داده شد که از م

peptide) ي کنناده   يهادا  نيپاروتئ  يدارا يوکتورها usp45 

 نيچن اس  و هم سيلاکتوکوکوس لاکت يقاب  استفاده در باکتر

 شاود  يماورد نرار ما    نيپاروتئ  يموج  ترش  خاارج سالول  

 12،11،10 ] 

از  يکي usp45 کردند که اني( ب2015و همکاران ) يلوئرس

اس   سيم صوص لاکتوکوکوس لاکت يهاديپپت گناليمعدود س

در  يرا به مقادار کااف   نياس  که پروتئ يديپپت گناليو تنها س

 [ 13کند   يم ييبلو شناسا يشده با کوماس يزيآم قل رنگ

 usp45 ديپپت گنالياز س زي( ن2014و همکاران ) يگموريش

 [ 14را مشاهده کردند   ييبالا انياستفاده و ب pNZ8148 در

 usp45 ( نشان دادند که استفاده از2011) و همکاران بررو

 در وکتور بياني توانسته تا بيان لاکتاسين ديپپت گناليعنوان س به

A   سيمزباور را در لاکتوکوکاوس لاکتا   کلون شده در وکتور 

کردناد   دييا را تا نيخارج سلول پروتئ انيچنين ب و هم شيافزا

 4 ] 

 ديپپت گناليکردن س نيگزي( با جا2015و همکاران ) فين

usp45 يدهايدر پلاسااام pNG4110, pNG4111 و 

pNG4210 ترشا  خاارج     يبا قابل يموفق به ساخ  وکتور

باا    يحاضر در ترک يشدند و گزارش کردند وکتورها يسلول

 ان،يااب نااهيدر زم ياباازار قدرتمنااد سيلاکتوکوکااوس لاکتاا

 [ 15ها اس    يدر باکتر يسلول جو ترش  خار يساز خالا
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 hiracin و P (EntP) ديا پپت گناليدو سا  يا در مطالعاه  

JM79 (HirJM79) ديپپت گناليبا س usp45    در داخا  وکتاور

بياان   يشد که بهباود شاش برابار    نيگزيجا pNZ8048 يانيب

 يباارا يکروباايضااد م  ياانتيجااه فعال باکتريوسااين و در

 P يجا به usp45 ديپپت گناليبا ورود س سيلاکتوکوکوس لاکت

کارد ضاد ميکروباي     در عما   يباه دو برابار   کينزدو بهبود 

 گناليسا  نيگزيجاا  usp45 کاه  يهنگام سيلاکتوکوکوس لاکت

 [ 11نشان داده شد   HirJM79 ديپپت

 گناليدو ساا نيباا نيترشاا  پااروتئ گااريد يا مطالعااه در

 usp45 (SPUsp) و  Nuc signal peptide (SPNuc)ديا پپت

در  يريحاص  بهبود چشمگ جيقرار گرف  که نتا سهيمورد مقا

 در مقاباا  usp45 (SPUsp) ديااپپت گناليکاارد ساا  عماا 

Nuc signal peptide (SPNuc)   12را نشان داد ] 

هاي لاکتيک  هاي قاب  بيان در باکتريجا که پلاسميد آن از

فاقاد قابليا     pNZ8008و  pNZ8148 ،pNZ8149اسيد مب  

انتقال پروتئين به خارج از سلول هستند و دو نمونه پلاسميد با 

( از pNZ8123, pNZ8124قابلياا  ترشاا  خااارج ساالولي )

هااي  بوده که نسب  به نوکلئاز pSH71پلاسميدهايي با منشاء 

  ورزي  پايداري مناسبي ندارند لذا دسا   سلولي حساس بوده و

ها در آزمايشگاه به دلي  اين حساسي  همواره باا   اين پلاسميد

مشکلا  همراه بوده اس  در مطالعه حاضر سعي شاده تاا باا    

ساخ  يک پلاسميد بياني باا امکاان ترشا  خاارج سالولي      

 نيپااروتئ د، امکااان توليااوکااوس لاکتاايسپااروتئين در لاکتوک

  هاي اسيد لاکتيک فراهم گردد نوترکي  در باکتري

 

 هامواد و روش
اساتفاده شاده در ايان مطالعاه در      يهاديو پلاسم يباکتر

  آمده اس  1جدول 

که  EU382094.1 با شماره قن بانک usp45 گناليس يتوال

جداگاناه   رهيصور  دو زنج سنتز به يبود برا  81bpاندازه آن 

  دو ديارسال گرد يکره جنوب Bioneer به شرک  شرويو پ رويپ

در دو انتهاي توالي سيگنال نيز  Xho I و Sal I جايگاه آنزيمي

 pmol/μl100 انسنتز شده به مياز  گناليس يطراحي شد  توال

به نسب  مساوي با  شرويو پ رويرقيق گرديد و سپس زنجيره پ

م لوط شد و ( BR5شماره کاتالوگ– Thermo شرک ) R بافر

 مطاااااابق برناماااااه زيااااار داخااااا  ترموساااااايکلر  

  (T-Personal Germany)  : قاه يدق 1قرار گرفا C˚95 ،30 

 هيا ثان C˚50 ،30  هيا ثان C˚70 ،30 هيا ثان C˚80 ،30  هيا ثان

C˚25 اين روش (Annealed Oligo Cloning) رويا زنجيره پ 

م لاوط باه    نيا [  سپس ا15  کند يجف  م  را به هم شرويو پ

 يمرهاا يو باا اساتفاده از پرا   ديا گرد قيا رق 100باه   1نسب  

رفا    مريقرار گرف  پرا PCR تح  usp45 يبرا شده يطراح

 ACAGTCGACCATGAAAAAAAAGATTATC شام 

 شااام  شاا برگ مااريو پرا Sal I يماايآنز گاااهيجا يدارا

ATCTCTCGAGAGCGTAAACACCTGACA يدارا 

 C˚94  مراح  اول واکنش باا   باشد يم  Xho Iيميآنز گاهيجا

 هيا ثان 30در  C˚94 سيک  شام  35دقيقه شروب و با  10در 

C˚59  هيثان 30در  C˚72  در قهيدق 5و با  هيثان 30در C˚72 

 رز% الکتروفاو 1  محصول واکنش روي قل آگارز اف يخاتمه 

  شد

 در اداماه بارش آنزيماي پلاساميد و قطعاه      

Usp45 يهاا  ميبا آنز Sal I و Xho I      انجاام گرفا  و صاح

% 1قطعا  برش خورده توساط الکتروفاورز روي قل آگاارز    

  شد دييتا

خاورده از قل،   پس از است راج پلاسميد بارش  

 T4 DNAآنازيم  لهيوسا  هو قطعه با  ديپلاسم شنيگيواکنش لا

ligas  ( شرک Thermo –  شماره کاتاالوگEL0014  )  انجاام

 .شد

 محصول لايگيشن به اشرشياکلي ساويه  

MC1061  ( ترانسافرم  2001به روش سمبرو  و همکااران )

مناسا  باه محايط     ي[ و سپس جه  انت اب کلنا 17گرديد  

منتقا  شاد  بعاد از    ( µg/µl 400) کش  حاوي اريترومايسين

روي محيط پديدار شدند  جه  شناساايي   ها يساع  کلن 10

کلني انت ااب و باه محايط    12نوترکي ،  سميدحاوي پلا يکلن

  جامد حاوي اريترومايسين منتق  گرديد



 1395(، تابستان  00 ي)پياپ 4، شماره 17جلد                                                                                                    کومش

 

 

Colony PCR :مورد نرر امکاان   ديپلاسم  يماه  يبه دل

چاون روش القاا و انت ااب     معماول هام   يها استفاده از روش

 يوجود نداش  لذا جه  انت اب بااکتر  ديو سف يآب يها يکلن

 د،يپلاسام  ياختصاص يهامريمناس  با استفاده از پرا  ينوترک

 انجام گرف   سپس محصول يها يکلن 12 يبر رو PCR يکلن

PCR  4% کنترل گرديد  1به لحاظ طول قطعه روي قل آگارز 

 ديمنراور اسات راج پلاسام    شاد و باه   دييتا يکلن 12از   يکلن

منتقا  شادند     نيسا يترومايار يحااو  عيما طيبه مح  ينوترک

ساع  رشاد   18کش  شده در محيط مايع بعد از  يها يباکتر

اسات راج    يا کرده و بلافاصله اسات راج پلاساميد توساط ک   

از آن (  K0502شاماره کاتاالوگ  -Thermo )شارک   ديپلاسم

  انجام شد

جااايگزين در  وجاود قطعاه   دييااجها  تا  

 و Xho I يهاا  ميتوسط آناز  ينرر، برش آنزيم پلاسميد مورد

Sal I    انجام گرف  و صح  واکنش با اساتفاده از الکتروفاورز

  ديگرد نيي% تع2قل آگارز 

قطعه داخا  وکتاور،    يصح  توال دييتا ي: برا

( يکاره جناوب   Bioneerبه روش سانگر )شارک     يتوال نييتع

 BLASTهيا انجام شد  نتيجه تعياين تاوالي باا اساتفاده از رو    

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) بررسي شد  

 
 باکتري و پلاسميد هاي استفاده شد در اين مطالعه  1جدول

 باکتري ها و پلاسميدها ويژگي ها منبع

MoBiTec GmbH, Germany araD139, Δ(ara, leu)7697, ΔlacX74, 

galU, galK, hsr, hsm+, strA Escherichia coli MC1061 باکتري 

 CmrEmr; Escherichia coli-lactobacillus منتشر نشده

shuttle vector; 4.947 kb pbu003 
 پلاسميد

 ;CmrEmr; pBU003 containing Usp45 مطالعهدر اين 

5.028 kb pFUM003 

 

 نتايج
کاه   usp45قطعه  پارچه کيساخ   يجا همطالعه ب نيدر ا

 شرويو پ رويپ رهيبود از روش معمول اتصال زنج بر نهيهز اريبس

کارد  در   دايا پ برابار کااهش   0ها حدود  نهياستفاده شد که هز

نرار   روش کلونينگ اليگومرهااي مکما  شاده قطعاه ماورد     

و سپس با توجاه باه    يصور  دو قطعه پيرو و پيشرو طراح به

قطعاه   ينيگزيجاا  بودن دو قطعه به هام متصا  شادند     کم م

usp45 نشان داده شد  1در شک   کيصور  شمات هب 

 1قل آگاارز   يرو usp45قطعه مکما  شاده    الکتروفورز

جف   يخوب جف  باز، به 81درصد نشان داد که قطعه به طول 

 Sal Iبا  usp45قطعه  يمي(  سپس هضم آنز2شده اس  )شک  

 انجام شد  Xho Iو 

بار   Xho Iو  Sal Iباا   pBU003 ديپلاسام  يما يآنز هضم

الاف(  وزن   3شد )شاک    ديي% مشاهده و تا1قل آگارز  يرو

باشاد و   ماي  bp 4950مولکولي پلاسميد برش خورده برابر با 

 نانوگرم در ميکروليتر براي آن تعيين شد  10غلرتي برابر با 

( و ي)فلاش صاورت   usp45 ناگ يکلون  يساا  يريا مح  قرار گ  1شک  

  ينوترک ديساخ  پلاسم

 

و  usp45واکانش ليگاساايون باراي اتصاال قطعااه     ساپس 

 پلاسميد بارش خاورده انجاام گرفا   پاس از ترانسافرم، از      

 Colonyشده و با روشانت اب  يکلن 12يافته  هاي رشد کلني

http://www.cdc.gov/ecoli/
https://en.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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PCR انت اب و  يکلن 4مبب   يها يکلن اني  از مديگرد يسررب

 درجه است راج پلاسميد شد   37 يپس از کش  شبانه در دما

بر روي قل آگارز  81bp  نتيجه مکم  کردن قطعا  پيرو و پيشرو 2شک  

 bp 100: نشانگر وزني 2  ستون usp45: قطعه 1%  ستون 1

پلاسميدهاي ت ليا شده بر روي قل آگاارز   روفورزالکت

% نشان داد که هر چهار پلاسميد سايز يکسان و مورد انترار 1

 را داشتند 

برشاي در   usp45جه  تاييد انتقاال قن   يميآنز زيآنال در

انجام شد که منجر به خروج قطعه کلون  Xho Iو  Sal Iناحيه 

شاهدي بر صاح    تواند يشد که م pBU003شده از پلاسميد 

 ب(  -3باشد )شک   usp45سيگنال  يانتقال توال

 يتوال نييتع جهيگرديد  نت يجايگزين شده تعيين توال قطعه

جه  تطاابق باا قن    n-blast (vr XML2)با استفاده از برنامه 

usp45  گزارش شده به شمارهEU382094.1   يدر باناک قنا 

 نشان داد  يپوشان % هم100شد و  يبررس

نام  pBU003از اثبا  انتقال قطعه جديد در پلاسميد  پس

برگرفتاه از دانشاگاه    FUMتغييار يافا  )   pFUM003آن به 

 اس (  شيمشهد اس  که مح  انجام آزما يفردوس

 

 

 
 

: پلاسميد برش خورده با S1: پلاسميد برش ن ورده ستون S2ستون  1kb : نشانگر وزنيS3ستون  Sal I-Xho Iدر ناحيه  pbu003: الف: هضم آنزيمي 3شک  

Sal I  وXho I   :آنزيمي با  هضم بSal I-Xho I  براي خروج قطعهusp45  ستونS3: 1.نشانگر وزنيkb   ستونS2 پلاسميد هضم شده ستون :S1 نشانگر :

 100bpوزني 

 

 

 



 و همکاران باطن بهاره پا                                             خارج سلولي داراي خاصي  ترش  pFUM003ساخ  ناق  بياني 

 

 

 گيريبحث و نتيجه
در پلاسميد  usp45اين مطالعه انتقال سيگنال سکونس  در

pBU003 انجام شد که بر اساس مطالعاا  گذشاته     يبا موفق

 شيباعث افزا ديپلاسم نيبه ا usp45افزودن  شود يم ينيب شيپ

 يهاا  نيافزايش ترش  خاارج سالولي پاروتئ    نيچن و هم انيب

[  در 11،12،18شاود     نيپاروتئ  انيا ب شا يدر آزما  ينوترک

م تلف  يدهايپپت گناليس سهيدس  آمده حاص  از مقا هب جينتا

 يدر باااااکتر E7و  SP310, usp45, SpNuc  ياااااز قب

 نيبهتار  يدارا usp45مش ا شد کاه   سيلاکتوکوکوس لاکت

 [  0باشد   يم نيترش  پروتئ يبازده برا

بهباود بياان پاروتئين در     يبرا نياديمطالعه يک گام بن نيا

هااي نوترکيا  اسا      مربوط به تولياد پروبيوتياک   قا يتحق

سلول را قادر به ترش  خاارج   طوريکه اين پلاسميد احتمالاً هب

وب کارد کاه يکاي از اهاداف سااخ  ايان نا        سالول خواهاد  

شاود کاه در تحقيقاا  بعادي      ها اس   پيشنهاد مي پروبيوتيک

پلاسميد ساخته شده در ترش  خارج سلولي پاروتئين   ييکارآ

بيان شده، با پلاسميد فاقد توالي سايگنال و پلاساميدهايي باا    

مقايسااه گااردد کااه توسااط   usp45تااوالي ساايگنال غياار از 

  باشد يانجام م نويسندگان در حال
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Introduction: Probiotics are beneficial microorganisms that have been used in food production as well 

as health promotion over the centuries. Recombinant probiotics are used to express and transfer native or 

recombinant molecules to mucosal surface of digestive tract to promote efficiency in nutrition and health. 

Lactococcus lactis is a potential candidate for the production of useful biological proteins. Since there is not 

any vector nominated for this bacterium to show the extracellular protein secrition properties, therefore the 

aim of this study was to increase the efficiency of expression and secretion of recombinant proteins by 

adding transmission signal peptide usp45 to pBU003.  

Materials and Methods: usp45 signal peptide has 81 nucleotides and previous studies indicated that it 

can also cause increase in the gene expression. In this study, after synthesising usp45 signal sequence, it 

was ligated into pBU003. Then the vector was transformed to Ecoli (MC1061). The recombinant plasmid 

named pFUM003 after “plasmid Ferdowsi University of Mashhad 003”.  

Results: Sequencing of recombinant plasmid containing usp45 showed that the plasmid had correct 

construction and the inserted sequence had exact match with the reference sequence (EU382094.1) reported 

in NCBI's GenBank. 

Conclusion: The recombinant plasmid was named pFUM003. This recombinant plasmid structurally 

was correct and can be used to transmit into probiotics make them to benefit from extracellular protein 

production properties. 
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