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  ده يچك

 ـ فياورئوس عامل ط لوكوكياستاف: سابقه و هدف تـا انتشـار آن    يپوسـت  يهـا  از عفونـت هـا،  از عفونـت  يعيوس
 ـها  گروه از پاتوژن نيدر ا ييمقاومت دارو.باشد يومرگ م يارگان ييشونده به نارسا منجر كيستميس يها عفونتو  كي

عوامــل  نيــاز ا هنمونــ كينيزوســتافيل. داســتيجد يعوامــل درمــان ي توســعه ازمنــديشــده و ن يجهــان ينگرانــ
 يهـا  است كه باعث كشتن سلول مولانسيس لوكوكياستاف ي لهيوس هشده ب ديتول نيوسيباكتر كينيزوستافي،لباشد يم

 ـ لوكوكياسـتاف  يسـلول  وارهيد بيتخر قياورئوس از طر لوكوكياستاف  ـهـدف از ا .شـود  يم  يبـالا  انيمطالعـه،ب  ني
 ـآن بـر عل  يلوكوكيضد استاف تيفعال يوبررس بيبه شكل نوترك هياول نيزوستافيل اورئـوس تحـت    لوكوكياسـتاف  هي

  .باشد يم يشگاهيآزما طيشرا
 ـپس از تكث مولانسيس لوكوكياز استاف نيزوستافيمطالعه،ژن ل نيدر ا: ها مواد و روش بـا اسـتفاده از واكـنش     ري

 ـشده توسط ك انيب نيپروتئ. شد انيكلون وب pET32aيديدر ناقل پلاسم) PCR( مرازيپل يا رهيزنج بـر   Ni-NTAتي
 لوكوكياز اسـتاف  يسـلول  ونيسپانسسو كيهيآن بر عل اليباكتر يآنت تيفعا.شد صيتخل يليتما ياساس كروماتوگراف

  .مطالعه شد يسنج اورئوس با استفاده از روش كدورت
 ـب. در ناقل مورد نظـر كلـون شـده اسـت     ينشان داد كه ژن هدف به درست يتوال نييوتع PCRجينتا:ها يافته  اني

 ـنوترك نياز پـروتئ  ييبـالا  يها القا شد و غلظت IPTGلهيوس هب نيپروتئ  ـتوسـط رز  بي  ـبـا فعال  كـل ين ني ضـد   تي
  .شد صيتخل يلوكوكياستاف

 ـنوترك نيپـروتئ  انيكارآمد در ب يانيب ستميس كيpET32a:گيري نتيجه  ـ بي  زبـان يدر م نيزوسـتاف يسـاز ل  شيپ
  .باشد يم E.coliيانيب

  
  مولكولي نگين،كلونيزوستافي، لطلايي لوكوكياستاف: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
گرم مثبـت اسـت، كـه     يباكتر كياورئوس  لوكوكياستاف

تـا   يپوسـت  يهـا  از عفونـت هـا،  از عفونت يعيوس فيعامل ط
ــار آن و ــتانتش ــا عفون ــتميس يه ــر كيس ــه   منج ــونده ب ش

  :abtahi@arakmu.ac.ir    Email                                          0863-4173526:نمابر  0863-4173502:تلفننويسنده مسئول،  *
]  25/9/1392:تاريخ پذيرش30/4/1392  :تاريخ دريافت
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 ـو بـه دل ].1[باشد يومرگ م يارگانيينارسا  يوجـودش رو  لي
بود ودرطول  عيشا يباكتر نيپوست و در نازوفارنكس انتشار ا

علـت   نيتـر  عيوشـا يپـاتوژن انسان  نيتـر  خطرناكبه  ريقرن اخ
از جامعـه در   ياكتسـاب  يهـا  و عفونت يمارستانيب يها عفونت

ــد ــان تب ــده اســت ليسرتاســر جه ــزا.]2،3[ ش ــور  شياف ظه
اورئوس به  يها لوكوكياستاف انيدر م ييدارو چند يها مقاومت

  نيليس ـ ياورئوس مقاوم به مت لوكوكيخصوص به شكل استاف

(MRSA)ليتبـد  يمارسـتان يب يهـا  طيدر مح ياصل يرانبه نگ 
ــده اســت ــه MRSAs ].4[ ش ــه هم ــه مقاومــت ب ــاره ب  ي اش
ــام ــا بتالاكتــ ــل    يهــ ــاز مثــ ــه بتالاكتامــ ــاوم بــ مقــ

]. 5[هـا دارنـد   نيوسفالوسـپور ) نيلين،اگزاس ـين،نفسليليس يمت(
عفونت به علت درمان  يها برا از آن ياريمبارزه با بس وامروزه

مشـكل   اريحاضر بس يها كيوتيب يآنت ي ظهور مقاومت به همه
 ـ فيدهد كه ط ينشان م نيا. شده  ـوتيب يآنت مـوثر در   يهـا  كي

اندك اسـت و   ارياورئوس بس لوكوكياستاف يها درمان عفونت
 ـوتيب ياحتمال وجود داردكه مقاومت به آنت نيا  يبـاق  يهـا  كي
 ييموضوع مقاومت دارو نيابنابر. انده به طور مشابه رخ دهدم

و  ديجد يتوسعه عوامل درمان ازمنديها ن از پاتوژن نگروهيدر ا
  .باشد يها م گروه از پاتوژن نيا هيفعال بر عل

 لهيوس ـ هشده ب ديتول درولازيه كانيدوگليپپت كينيزوستافيل
اسـت كـه باعـث شكسـت      مولانسيس لوكوكياستافيها سلول

 ـپپت يهـا  مجاور هم در پل نيسيدو گلا نيب يديپپت ونديپ  يدي
 ـ  لوكوكياسـتاف  يسـلول  وارهيد كانيدوگليپپت  .]6[شـود  يهـا م
 ينــيســاز پروتئ شيپــ كيــدر ابتــدا بــه شــكل  نيزوســتافيل

(Preprolysostaphin) شود كـه در   يسنتز م نهيدآمياس 480با
 يكـه در انتهـا   يا نشانه ديپپت كيلهيوس هگام اول بعد از سنتز ب

 ـيآم  يقرارگرفتـه وارد فـاز ترشـح    نيپـروتئ (N-terminal) ين
شـود   يبرداشته م ينيآم ياز انتها يا نشانه ديسپس پپت. شود يم
 يهـا  يبـا تـوال  (prolysostaphin) هياول نيزوستافيل به شكلو

كشــت  طيوپشــت ســر هــم در محــ يتكــرار يا نــهيآم دياســ
 يتكرار يها يتوال نيا.شود يترشح م مولانسيس لوكوكياستاف

 ـقرار دارند توسط  نيپروتئ ينيآم يكه در انتها  نيسـتئ يس كي
ــلول  ــارج س ــاز خ ــده در محـ ـ يپروتئ ــح ش ــت  طيترش كش

مولكول بـالغ   نبرداشته شده وبازده آ مولانسيس لوكوكياستاف
  ].7[باشد يم نيزوستافيفعال ل وكاملاً
شده ودر  انيب E.coli در بيبالغ به شكل نوترك نيزوستافيل
 يجداسـاز  يها برا لوكوكياستاف يكياز مطالعات ژنت ياريبس

DNA ]8[،ــكل ــگ شـ ــت يريـ ــراق   پروتوپلاسـ ــا وافتـ هـ
 يلوكوكياسـتاف  يهـا  گونـه  گرياورئوس از د يها لوكوكياستاف
بالغ  نيزوستافيل نيچن هم].9[ها كاربرد داشته است كروكوكيوم
 يها ، گونه]MRSA ]10 يها گونه هيبر عل داليسيباكتر تيعالف

 يهــا و ســلول] 11[ نيســيبــه ونكوما يمقاومــت نســب يدارا
هـا   كيوتيب يآنت گريمقاومت به د ياورئوس دارا لوكوكياستاف

 ـباكتر يآنت تيفعال نيو ا] 12[نشان داده است   نيزوسـتاف يل الي
 ـعلاوه بر ا.مرجع بوده گرعوامليود نيسياز ونكوما تر شيب   ني

ــر ــ اث ــتافيل يبخش ــ نيزوس ــگ شيدر پ ــون يري ــدن  زهياز كل ش
 يها عفونتو يديور يهاكاتتر ياورئوس بر رو لوكوكياستاف

ضد  تيتاكنون فعال يول ]14،13[ مرتبط با آن اثبات شده است
 ـنوترك نياورئوس پـروتئ  يلوكوكياستاف  ـاول نيزوسـتاف يل بي   هي

  .قرار نگرفته است يمورد بررس
 ـاول نيزوسـتاف يل انيو ب ق،كلونيتحق نياز ا هدف  يبـرا  هي

 ـبا استفاده از ناقل ب بار نياول  ـ ايش ـياشردر  pET32aياني ، يكل
 ـنوترك نيپروتئ صيتخل  ـفعال يحاصـل و بررس ـ  بي آن در  تي
اورئوس به منظـور   لوكوكياستاف هيبر عل يشگاهيآزما طيشرا
  هياول نيزوستافيل نيپروتئ يبر رو يكرد مطالعات عمل يزير يپ

  .است لوكوكالياستاف يعامل آنت كيبه عنوان 
 

  ها مواد و روش
 هيســو:كشـت  طيو شــرا يبـاكتر  يهــا هيو سـو  ديپلاسـم 
بـلاد   طيودرمح هيته مولانسيس لوكوكياستاف1442استاندارد 

 ـ  طيسپس مح.آگار كشت داده شد  ـشـده و پل  حيكشـت تلق  تي
گراد انكوبه  يدرجه سانت 37 يساعت دردما 24كنترل به مدت 

 استخراج يبرا افتهي رشد يها يمدت باكتر نيوپس از ا. شدند

DNA مورد استفاده قرار گرفتند يديپلاسم.  
بـه  ) كاياستراتاژن،امرشركت( �DH5هيسوE.coliيباكتر از

 ـاول زبـان يعنوان م  ـتكث يبـرا  هي اسـتفاده   بيدنوتركيپلاسـم  ري
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 E.coli BL21 (DE3) pLYsS يانيب زباني، مژن انيب يبرا.شد

مورد اسـتفاده  ) كايشركت نواژن، آمر( pET32a يانيو وكتور ب
  .قرار گرفتند

ها  كار رفته در ساخت بافرها، محلول هب ييايميمواد ش هيكل
و شـركت   (Merck, Germany)مراحل از شركت مرك ريو سا
ــز (Roch,Germany)   رش ــركت  ميوآنـ ــا از شـ ــا هـ  يهـ

  .شدند هيته ناژنيوس(Fermentase,Lithuania)فرمنتاس
پژوهشـگاه ملـي مهندسـي ژنتيـك و      ازE.coliيهـا  هيسو

  .شدند هيته رانيزيست فناوري ا
 ـناح يروجداسـاز يتكث يبرا:يديپلاسمDNAيجداساز  هي

با  نيزوستافيژن ل يحاو ديابتدا پلاسم نيزوستافيل كننده ژن كد
 ياز كشــت بــاكتر  Mini-preparation اســتفاده از روش

 5/1 منظور نيبد]. 15[شد يجداساز مولانسيس لوكوكياستاف
 بـا  وژيفيبا استفاده از سانتر                                                    يساعته باكتر 18از كشت  تريل يليم

        گـراد رسـوب داده   يدرجه سانت  4 يدر دما قهيدور بردق4000
ــد ــلول .شـ ــوب سـ ــرويم100در  يرسـ ــرازيل كـ ــافر تـ   بـ

SET (sucrose 50 mM,EDTA 10mM,Tris-
HCL25mM,PH=8)200 ها با اضافه كردن حل شد، و سلول 

 lyses (NaOH 5N,SDS 10%,DDW) سرد رباف  تريكروليم

 KAC 5M, Acetic) مـولار  5 ميشدند،سپس استات پتاس زيل

acid, DDW)به منظور توقف عمل بافر lyses يبرا.اضافه شد 
ومواد  يسلول يايها،بقا ني،پروتئيديپلاسم DNA يساز خالص
 ـزوامايا-كلروفـرم -بـا دو بـار اضـافه كـردن فنـل      ياضاف  لي

در اتـانول   DNA سـپس .خارج شـدند  لولاز مح) 25/24/1(
شستشـو داده   %70با اتـانول   انيدر پا.رسوب داده شد% 100

 ـفيك.حـل شـد   TE بـافر  تـر يلكرويم 20شد و در   ـوكم تي  تي
DNAدر  %8/0ژل آگارز  يبا استفاده ازالكتروفورز آن بر رو
 260 يها در طول موج ينور يچگال يريگ با اندازهو TBEبافر
  .نانومتر به دست آمد 280و 

ژن  يتـــوال:نيزوســـتافيژن ل ريـــوتكث مـــريپرا يطراحـــ
دارد از  1825bpكـه   X06121يبا شماره دسترس ـ نيزوستافيل

 ـ   NCBI (National Center for Biotechnologyيبانـك ژن

Information (ســــــپس  توســــــط . شــــــد هيــــــته

كننـده   كـد  ي هيمناسب مطابق با ناح يمرهايپراOligo5افزار نرم
 ياختصاص).1جدول( ديگرديطراح) 1440bp( هياول نيزوستافيل

 Blastمورد نظر توسط برنامـه  يژن ي قطعه يها برا مريبودن پرا
  .شد دييتا

 پرايمرهايمورداستفادهدراينتحقيق. 1جدول

  توالي  توضيحات
جايگاه برشپرايمربالادستواجد 
 BamHIآنزيم محدود كننده

(5-´GTA GGA TCC TTG 
AAG AAAACA AAA 

AAC A-3´)  
جايگاه پرايمرپاييندست واجد 

 XhoIبرش آنزيم محدود كننده

(5-´ACT CGA GTC ACT 
TTA TAG TTC CCC AA -

3´)  
  

ــتكث ــتافيژن  ل ري ــاز طر نيزوس ــنش زنج قي ــواك  يا رهي
 250و بـا اسـتفاده از    تـر يكروليم 25در حجم ) PCR(مرازيپل

ــانوگرم  ــو،DNAن ــيم 3الگ ــولاراز  يل ــم ــزيمن وني  2/0 وم،ي
از هـر   كرومـولار يم 200مرهـا، يمولاراز هر كدام از پرا كرويم

 DNAميواحـد از آنـز   5/2فسـفات،   يتـر  دينوكلئوز يدئوكس
طبـق برنامـه    PCR. و بافر مربوط به آن انجام شد Taqمرازيپل

به تعـداد   كلريبه دستگاه ترمال سا) 2جدول (از قبل داده شده 
پـس از انجـام واكـنش، محصـول     . شـد  يانداز راه كليس 30

PCRفردر بـا  %8/0ژل آگارز  يروTBE   پـس از  . بـرده شـد
 بادسـتگاه و مشاهده آن  ديبروما وميديبا محلول ات يزيآم رنگ

ماركر  زيبا سا سهيقامحصول در م دييو تا UVناتوريترانس لوم
)Marker(ـ  صي، تخل  مـورد نظـراز ژل مطـابق بـا      يقطعـه ژن

انجام  )آلمان -رش( PCRاستخراج محصول  تيرالعمل كودست
  .گرفت

  
  استفاده شده در اين تحقيق PCRبرنامه . 2جدول

Primary Denaturation 
   دقيقه 5  درجه سانتيگراد 94  )واسرشتگي(

Secondary Denaturation 94 دقيقه 1  درجه سانتيگراد  
Annealing )دقيقه 1  درجه سانتيگراد50  )اتصال  
Extention  )دقيقه 1  درجه سانتيگراد 72  )بسط  

Final Extention  72 دقيقه 5  درجه سانتيگراد                                                                                                                                            
  

ــگيكلون ــاكتر ن ــياشر يژن در ب ــه  : يكلايش ــه ب ــا توج ب
ژن با PCR مرها،محصوليشده در پرا هيتعب يميآنز يها گاهيجا
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  يديناقـل پلاسـم  .بـرش خـورد  XhoI و BamHI يهـا  ميآنز

pET32aدهنده قطعـه   برش يها ميمشابه با آنز يها ميبا آنز زين
در مرحلـه بعـد واكـنش    . مشابه برش داده شد طيدر شرا يژن

برش خـورده   يو قطعه ژن pET32aيديناقل پلاسم نيب الحاق
درجـه   22در حـرارت   T4 گـاز يل DNA ميبا استفاده از آنـز 

 ـگراد بـه مـدت    يسانت  ديپلاسـم ديسـاعت بـه منظـور تول    كي
 يهــا ســپس ناقــل. انجــام گرفــت (pET32a-lys)بيــنوترك
ــحاصــل از طربينوترك ــه روش شــوك  ونيترانسفورماســ قي ب
مسـتعد شـده بـا    ( E.coli�DH5)نگيكلون زبانيدر م يحرارت

ــكلرا ميروش كلســ پــس از رشــد . وارد شــدند (CaCl2) دي
 يبـر رو  يغربـالگر  لهيوس هشده بترانسفورم  يها يها،كلن يكلن

 كيـــوتيب يآنتـــ يحـــاو آگـــار نـــتينوتر يهـــا طيمحـــ
از  نـان يجهـت اطم . انتخـاب شـدند  ) mg/ml100(نيليس يآمپ

مسـتعد، از   يهـا  به داخـل سـلول   بينوترك يهاديورود پلاسم
 و بـا  انجام گرفـت  ديانتخاب شده استخراج پلاسم يها سلول

PCR يهـا  ميبا آنـز  ديپلاسم      يميوهضم آنزBamHІ وXhoI  ژن
 ژن توسـط شـركت   يتـوال  نيـي سپس  تع.شد دييمورد نظر تا

MWG ژن  يحـاو  بينوتركيدهايو پلاسـم .آلمان انجام گرفت
 BL21هيسو E.coli يانيزبانيژن به م انيبه منظور ب نيزوستافيل

(DE3) pLYsS افتنديمستعد شده انتقال.  
 ـب يبـرا :نيزوسـتاف يل بينوترك نيپروتئ صيو تخل انيب  اني

 E.coli BL21(DE3) pLYsS يهـا  ي،از كلنبيپروتئين نوترك

بـراث   نـت ينوتر طيدر مح ـ pET32a-lys يدهايپلاسم يحاو
كشـت داده   كـل يو كلرآمفننيليس ـ يآمپ يها كيوتيب يآنت يحاو
 ـ   يها ياز باكتر تريكروليم 500سپس. شد  هكشـت داده شـده ب
درجـه   37 القا اضافه شد و در حـرارت  طياز مح تريل يليم 50
  قـه يدور در دق 220بـا   كرداريش انكوباتور يگراد بر رو يسانت

هـا بـه حـد مناسـب      كه تعداد باكتري پس از اين. قرار داده شد
به منظـور   IPTG از محلول يك مولار، )OD600=6/0(رسيد
اضـافه گرديـد تـا     ريبه سوسپانسـيون بـاكت   نيپروتئ انيالقا ب

دو و چهار ساعت .برسد مولار يبه يك ميل IPTG غلظت نهايي
 ـيم 1هـا از   ، رسـوب بـاكتري   IPTGپـس از افـزودن    تـر يل يل

بـه   قـه يدور بر دق 4000 با سانتريفيوژ در يسلول ونيسوسپانس

بـراي بررسـي نتيجـه القـاء     . شـد  يآور مدت نيم ساعت جمع
از رسوب باكتري بـر   اصلح يها نيازروش الكتروفورز پروتئ

  .استفاده گرديد%) SDS-PAGE) 12ديآم لياكر يروي ژل پل
ــا در ــه ه   ني ــود دنبال ــت وج ــه عل ــه ب ــتيمطالع   ينيديس

 )His.tag 6 (ـشـده كـه توسـط وكتـور ب     انيب نيدر پروتئ    ياني
pET-32a ــ  ــت، تخل ــده اس ــافه ش ــآن توســط ك صياض   تي

 (Ni-NTA agarose resin) العمل شركت سـازنده   طبق دستور
. صورت گرفت يليتما يگرافبر اساس كروماتو) كاياژن،آمريك(
اسـتفاده از روش بـرد فـورد     پروتئين خـالص شـده بـا    يزانم

گرديد و كيفيت آن نيز با استفاده از ژل الكتروفورز  يگير اندازه
  .گرديد يبررس )SDS-PAGE12%(ديآم لياكر يپل

ــدورت ــنج ك ــفعال:يس ــنج تي ــا   در يس ــوارد ب ــب م اغل
 ميارتبـاط مسـتق   مينزĤك ـيكـرد   عمل ايياصل فهيوظ يريگ اندازه
 ـل نـگ يتوريمان ي لهيوس ـ هب نيزوستافيل تيسنجش فعال. دارد  زي
اورئوس انجـام   لوكوكياز استاف يسلول ونيسوسپانس كييسلول

متناسـب بـا كـاهش     ميبه طور مسـتق  يسلول زيل زانيم.شود يم
 ـسلول باكتر ونيسوسپانس كي) يجذب نور(ينور يچگال  ياي

 نيبنـابرا ]. 16[باشـد  يم) OD600(نانومتر  600در طول موج 
 ـتول نيكرد پروتئ عمل يبه منظور بررس  inطيشـده در شـرا   دي

vitro ونيسوسپانس ـ كيابتـدا .انجام شـد  يسنج روش كدورت 
 طيدر محــ ATCC25923اورئــوس لوكوكياز اســتاف يســلول

گراد  يدرجه سانت 37ساعت در  18براث به مدت  نتونيلرهمو
 ـ يسـاعته سوسپانسـون سـلول    18بعد از كشت . انكوبه شد ه ب

رسـوب  .شد وژيفيسانتر قهيدور در دق 5000با  قهيدق 10مدت 
ــلول ــ يس ــت  هب ــال  آدس ــفات س ــافر فس ــار در ب ــده دو ب   نيم

 )PBS 4/7=PH (ها در بافر  سلول تيدر نها.شستشو داده شد
PBS600در طـول مـوج    25/0يشدند تا به جذب نور قمعل 

 ونيازسوسپانســتريل يلــيم1ســپس . برســند) OD600(نــانومتر
از  يكيدر . شد ختهيبه طور جداگانه در دو لوله ر فوق يسلول
 ـμg/ml100با غلظـت   بينوترك نيپروتئها  لوله ، در شـد  حيتلق
هـا   سپس لوله.نشدحيتلق ينيپروتئ چيبه عنوان كنترل ه يگريد

 زانيساعت انكوبه شدندو م 2گراد به مدت  يدرجه سانت 37در 
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مـورد نظـر بـا     نيپـروتئ  ديتول.القا شد IPTGهدف با نيپروتئ
در  نيپروتئ ديمربوط به تول جينتا.شد دييتا SDS-PAGEانجام

 كلين نيشده با استفاده از رز انيب نيپروتئ. مده استآ 4شكل 
بر  ينيپروتئ بيدر ترك ينيديستيه يها با توجه به وجود دنباله

ــاتو  ــاس كروم ــا يگرافاس ــ يليتم ــد صيتخل ژل،  يو رو. ش
 ـدر ناح يباند تك  جـه ينت). 5شـكل  (مـورد نظـر نشـان داد    هي
 طيمح تريل كياز  بينوترك نيگرم پروتئ يليم50 باًيتقر صيتخل

  .كشت بود

نشانگر  :1چاهك شماره  .هياول نيزوستافيل  بيالقا پروتئين نوترك .4شكل 
 2نمونـه  : 3چاهـك شـماره   .نمونه قبل از القـا  :2چاهك شماره  .نيپروتئ

  ساعته بعد از القا 4نمونه : 4چاهك شماره .ساعته بعد از القا
  

چاهك شماره . تخليص پروتئين نوتركيب  ليزوستافين اوليه . 5شكل 
 پروتئين خالص شده  :3و  2چاهك شماره پروتئين، نشانگر :1

  

با متناسب  ميبه طور مستق يسلول زيل زانيم: يسنج كدورت
 لوكوكياز اسـتاف  يسـلول  ونيسوسپانس كييكاهش جذب نور

جذب . باشد يم) (OD600نانومتر 600اورئوس در طول موج 
اورئوس به  لوكوكياستاف يسلول ونيسوسپانس) كدورت( ينور
 37 يودمــاPH=4/7در ) 125/0بــه  250/0(از %50 زانيــم

 ـنوترك نيگراد توسط پروتئ يسانت درجه  ـاول نيزوسـتاف يل بي  هي
دهد  ينشان م يسلول ونيكاهش كدورت سوسپانس.افتيكاهش 
 ـشده قادر به ل ديتول نيكه پروتئ  لوكوكياسـتاف  يهـا  سـلول  زي

  .باشد يم شيزماĤطياورئوس در شرا
  

  گيري بحث و نتيجه
بـا اسـتفاده از    رياز تكث پس نيزوستافيمطالعه ژن ل نيدر ا

ــور PCRروش  ــد pET-32aدر وكت ــون ش ــس از تا.كل ــپ  ديي
 s E.coli BL21يهـا  به سلول ديپلاسم ني، ابينوترك ديپلاسم

(DE3) pLys ژن تحت كنتـرل پرومـوتر    انيترانسفورم شد،و ب
ــاژيباكتر ــور  T7وف ــت  IPTGدر حض ــورت گرف ــپس .ص س
توسـط   يلوكوكيضـد اسـتاف   تيحاصل با فعال بيننوتركيپروتئ

  .شد صيتخل Ni-NTA تيك
استخراج آن  نيزستافيل نيپروتئ ديتول يبرا هياول يها روش
، كه ]18،17[ بود مولانسيس لوكوكياستاف يسلول ي از عصاره

راه  هـا هـم   چـون آلـرژن   يهـا  يروش ممكن بود با آلودگ نيا
مشـكل كـرده    اريرا بس يعيآن از منبع طب صيو تخل] 19[باشد
نسـبت   اه سازي پروتئين و خالص ديبه شكل نوتركيب تول. بود

 ـ شـود،و هـم   تر انجام مي به پروتئين طبيعي راحت  ـتول نيچن  دي
 شيدلخواه افـزا  زانيبه م توان يرام بيدر حالت نوترك نيپروتئ
، در ]E.coli  ]20بــالغ در نيزســتافيبــه هــر حــال ل  .داد

 ـب يوتيوكاريسـتم يس كيو در ] 21[ سيلاكتوكوكوس لاكت  اني
 ـدر مـورد تول  يقيتا امروز تحق اما].22[شده است  ـنوترك دي  بي

آن انتشار  يلوكوكيضد استاف تيفعال يو بررس هياول نيزوستافيل
 ـاول نيزسـتاف يل ديعلاوه بر تول قيتحق نيلذا در ا. است افتهين  هي

  .ديگرد يبررس زيآن ن يلوكوكياثر ضد استاف
E.coli  مناسب در نظـر گرفتـه    يانيب زبانيم كيبه عنوان

شـده و   انيتوسط آن ب يمتعدد يها نيشد كه تا به حال پروتئ
وهـم در   قاتيهم در تحق يانيب زبانيبه عنوان م يعيبه طور وس

  .شود يصنعت از آن استفاده م
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 ـاز تخر يريمطالعه به منظور جلـوگ  نيا در و  يم ـيآنز بي
 ـ دست  ـنوترك نياز پـروتئ  ييبـه مقـدار بـالا    يابي  E.coliاز بي
فاقـد   هيسـو  نياستفاده شد،ا يانيب زبانيبه عنوان مBL21هيسو

 ـب نيبنابرا].23[شناخته شده است يپلاسمتويس يپروتئازها  اني
  .باشد يم هيسو نياها در از نقص پروتئاز يناش نيپروتئ يبالا

 ـب يها برا ستميس نيتر ياز جمله قو pETستميس ژن و  اني
 ـنوترك نيپروتئ ديتول  ـ E.coliزبـان يدر م بي  ـدر ا. باشـد  يم  ني
بـوده كـه    T7يژن هدف تحت كنترل پرومـوتر قـو  انيب ستميس

) E.coli( زبـان يباشد و در ژنـوم م  مي Lacتحت كنترل اپراتور 
 RNAتوسـط پرومـوتر   نياز ژن هدف تحت كنترل ا يسيرونو
كلون شـده اسـت، انجـام     يكه در سلول باكتر T7فاژ  مرازيپل
ژن از  يس ـيرونو سـتم يبه علت اسـتقلال س  نيبنابرا. رديپذ يم

 ـتول تيو نها mRNAديتول زبان،يسلول م  ـدر ا نيپـروتئ  دي  ني
 ـدخ يمتاثر از عوامل سلول ستميس  يهـا  نيدر سـنتز پـروتئ   لي

 ـمحصـول در ا  ديل توليدل نيهمباشد؛ به  ينم زبانيم يسلول  ني
وابسته  يسيها رونو است كه در آن ييها ستمياز س شيب ستميس

  .]15[است  زبانيسلول م يمرازهايپل RNAبه 
ــا ــال ل  تـ ــه حـ ــتافيبـ ــد  نيزوسـ ــالغ در چنـ در  نيبـ

شـده   انيب )(pET: pET23b,pET28a,pET15bوكتورمختلف
 ـيم 11 بيكه بازده محصول به ترت  ـيم 22گـرم،  يل  20گـرم،  يل

 E.coli BL21(DE3) + pET-lysطيمح ـ تريل كيگرم از  يليم
  .]26،25،24[بوده است
 نيپـروتئ  انيب يبرا pET32aيانيمطالعه از وكتور ب نيدر ا

تـرادف  ( يالحاق يتوال يدارا pET32aناقل  .هدف استفاده شد
مكـان   5´در ناحيـه )اسيد آمينـه هيسـتيدين    6ويژه مربوط به 
هدف كمك كرد و  نيپروتئ صيكه به تخل باشد يكلونينگ ژن م

 يگرافكرومـاتو بر اسـاس   نيپروتئ صيبا استفاده از روش تخل
 طيمح تريل كياز  بينوترك نيگرم پروتئ يليم 50 باًيتقر يليتما

  .حاصل شدE.coli BL21(DE3) + pET-lysكشت 
 ـب E.Coliبالغ در نيزوستافيل نيپروتئ امروزه  ـ اني شـود   يم

به  بالا متيبا ق) كايآمر(گمايتوسط شركت س يوبه شكل تجار
ــروش مـ ـ ــد يف ــرا. رس ــات ژنت يوب ــيمطالع ــر رو يك  يب

افتراهاو پروتوپلاستيريگ شكل،DNAيها،جداساز لوكوكياستاف
  .باشد يم يها ضرور لوكوكياستاف يها ق گونه
 ـتول نيدهند كه پروتئ يبه دست آمده نشان مجينتا شـده    دي

 ـقادر به ل   طياورئـوس در شـرا   لوكوكياسـتاف  يهـا  سـلول  زي
In vitro چـون   را دارد كـه هـم   ليپتانس نيا نيباشد، بنابرا يم

بـه   يقاتيتحق يلغ در كاربردهابا نيزوستافيل بينوترك نيپروتئ
  .كار گرفته شود

 يبه شـكل تجـار   هياول نيزوستافيل نيپروتئ كه نيا ليدل به
 ـتول نيپـروتئ  سهيباشد امكان مقا يموجود نم شـده بـا فـرم     دي

  .ديفراهم نگرد يتجار
با استفاده  هياول نيزوستافيل بينوترك نيپروتئ قيتحق نيا در

در  pET32aبا اســتفاده ازحاضــر صيوتخلــ ديــاز پروســه تول
E.coli يبراĤـنوترك نياز پروتئ يبزرگ يمقدارها يساز ماده   بي

 كيآن به عنوان  يبر رويكرد مطالعات عمل يزير يبه منظور پ
 ـ  ـتول لوكوكالياسـتاف  يعامل آنت نشـان داد كـه    جينتـا . شـد  دي
pET32aـنوترك نيپـروتئ  انيكارآمد در ب يانيب ستميس كي   بي

 ـخـالص شـده فعال   نيپروتئ. باشد يمهياول نيزوستافيل ضـد   تي
را دارد كه به عنـوان   ليپتانس نيا ني،بنابراداشت يلوكوكياستاف
ــ ــ كي ــوثر در پ ــگ شيعامــل م ــان عفونــت يري  يهــا و درم

 يبـا بررس ـ  يتـر  شيب طالعاتو م. استفاده شود يلوكوكياستاف
 ـ in vivoطيآن در شـرا  يلوكوكيكرد ضد اسـتاف  عمل تـوان   يم

  .انجام داد
  

  تشكر و قدرداني
ارشـد   يكارشناس ـ اين فرهنگ لاينامه ل انياز پاپژوهش  نيا

اراك  يدانشـگاه علـوم پزشـك   ) 772شـماره (  يفناور ستيز
 ياز معاونـت پژوهش ـ  لهيوس ـ نيلـذا بـد   .اسـت  استخراج شده

 ـاراك به دل يدانشگاه علوم پزشك  ـو كل يمـال  يبانيپشـت  لي  هي
 مانهيصـم اند  پژوهش همكاري كرده نيكه ما را در ا يهمكاران
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Introduction: Staphylococcusaureus causes a wide range of infections, from skin  infections 

disseminated to systemic infections leading to organ failure and death. Drug resistance in this group of 
pathogens is a world-wide concern and needs the development of novel agents. Lysostaphin, an example of 
such a novel agents,is a bacteriocin secreted by Staphylococcussimulans to kill Staphylococcus aureus 
through proteolysis of the Staphylococcus cell wall.The aim of this study was to high level expression and 
in vitro evaluation of antistaphylococcal activity of recombinant prolysostaphinprotein under invitro 
conditions. 

Materials and Methods: In this experimental study, lysostaphin gene of Staphylococcussimulans was 
amplified by PCR method, then was cloned and expressed into the expression vector pET-32a. The 
expressed protein was purified by affinity- chromatography using (Ni-NTA) resin kit. The Study of 
antibacterial activity against a cell suspension of S. aureuswere was performed using turbidity assay. 

Results: PCR and sequencing results showed the successful cloning of the target gene into the 
recombinant vector. The expression of protein was induced by IPTG and high concentration of the 
recombinant protein with antistaphylococcal activity was purified using Ni-NTA resin. 

Conclusion: Our data showed that, the pET32a expression vector is a very efficient system for producing 
recombinant prolysostaphin protein in E.coli. 
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