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بهينه سازي بيان، تخليص و بررسي خاصيت ضد ميكروبي پروتئين نوتركيب بتا 
 هاي گاو  نوتروفيل2ديفنسين 

  
  1، محسن مبيني دهكردي3كامران قائدي، *1، بهناز صفار1نفيسه كريمي

 گروه سلولي و 3پژوهشكده زيست فناوري، دانشگاه شهركرد، شهركرد، ايران؛2 گروه ژنتيك، دانشگاه شهركرد، شهركرد، ايران؛ 1
  .مولكولي، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ايران

  20/9/91:  پذيرش تاريخ    13/9/91:  اصلاح نهايي  15/7/91  :تاريخ دريافت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  :مقدمه
سيستم ايمني موجودات چند سلولي داراي 

ها را  باشد كه آن  آمينو اسيد مي100يي كمتر از  ها پپتيد
باكتري، قارچ و (ها   وسيعي از ميكروباز طيف
اين ). 1(كند  ها محافظت مي و ويروس) پروتوزوا

ي  ها ي ضد ميكروب همچنين به عنوان پپتيد ها پپتيد
 ــــوان تنظيموند و به عنـــــش ده ميــــدفاعي ميزبان نامي

  شــي سيستم ايمني، پاسخ سيستم ايمني را افزاي ها كننده

  
م ايمني، پاسخ سيستم ايمني را افزايش ي سيست ها كننده
ي قابليت  هاي ضد ميكروب به واسطه پپتيد). 2(دهند  مي

هاي نسل جديد  بيوتيك ها به عنوان آنتي كاربرد آن
اين پروتئين ها داراي طيف ). 3،4(منفعت بسيار دارند 
هاي ضد ميكروبي مي باشند و عمدتاً  وسيعي از فعاليت

دهند و مانع توانايي  رار ميغشاهاي ميكروبي را هدف ق
. شوند ها مي ي مقاومت عليه آن ميكروب براي توسعه

  :چكيده
ي  باشند كه به واسطه هاي ضد ميكروب مي ي پپتيد ترين خانواده ها يكي از بزرگ ديفنسين :زمينه و هدف

هاي نسل جديد منفعت بسياري  بيوتيك ها به عنوان آنتي ها و بسياري از ويروس ها، قارچ فعاليت بر عليه باكتري
 2هدف از اين مطالعه بهينه سازي بيان، تخليص و بررسي خاصيت ضد ميكروبي پروتئين بتا ديفنسين . رنددا

  .بوده است (BNBD2) هاي گاو نوتروفيل
  حامل وكتور BL21(DE3)اشرشياكليآزمايشگاهي باكتري -ي تجربي در اين مطالعه :روش بررسي

 pET-32a(+) كه ژن BNBD2 بيان . بود جهت مطالعات مورد استفاده قرار گرفت در آن همسانه سازي شده
ي سلولي، دماي رشد، مدت زمان القاء با استفاده از سيستم   با تغيير در پارامترهاي دانسيتهBNBD2پروتئين 

مراحل تخليص . و تست برادفورد به صورت كمي و كيفي بررسي گرديد )SDS-PAGE(الكتروفورز عمودي 
ش شيميايي شكافت در جايگاه فرميك اسيد و عبور از سانتريكون و اثر ضد پروتئين نوتركيب با كمك رو

  .ي باكتريايي گرم مثبت و گرم منفي مورد بررسي قرار گرفت باكتري پروتئين تخليص شده بر چند نمونه
 600 در طول موج 8/0، شروع القاء در جذب نوري Luria–Bertaniبا استفاده از محيط كشت  :يافته ها
 ساعت پس از 4 درجه و مدت زمان 30، دماي رشد IPTGي  ي القاء كننده  غلظت يك ميلي مولار مادهنانومتر،

پروتئين نوتركيب با استفاده از شكافت در جايگاه فرميك اسيد و . القاء بيشترين ميزان بيان پروتئين به دست آمد
ان داد كه پروتئين نوتركيب به طور نتايج آزمايش وسترن بلاتينگ نيز نش. عبور از سانتريكون تخليص گرديد

هاي  ي عدم رشد در محيط تشكيل هاله. گردد  متصل ميmouse anti-(His)6 peroxidaseبادي  اختصاصي به آنتي
كشت مولر هينتون آگار حاوي كشت سطحي باكتري هاي مورد آزمايش خاصيت ضد باكتري اين پروتئين را 

  .نشان داد
   E. coliو امكان بيان پروتئين در باكتري BNBD2 ت ضد ميكروبي پروتئين با توجه به خاصي :نتيجه گيري

  .مي توان به توليد انبوه اين پروتئين نوتركيب اقدام نمود

  .2بهينه سازي، بيان، تخليص، پپتيدهاي ضد ميكروب، شكافت شيميايي، بتا ديفنسين  :هاي كليدي واژه
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ي ضد  ها ي پپتيد ترين خانواده ها يكي از بزرگ ديفنسين
كه در مهره داران و ) 5،6،7(باشند  ميكروبي مي

شوند و در طيفي از موجودات شامل  مهرگان يافت مي بي
. اند هپستانداران، پرندگان و گياهان گزارش شد

ي  ها ها بر ضد باكتري، قارچ و حتي ويروس ديفنسين
ساير ). 8(باشند  ال ميـــدار و بدون پوشش فع پوشش

ها شامل خاصيت كيموتاكتيك،  فعاليت ديفنسين
باشد  هاي دندريتيك مي ي سلول اپسونيك و فعال كننده

ها را تعديل كنند و نقش  و يا ممكن است پاسخ هورمون
  ). 9(كنند  ي ايمني ذاتي و اكتسابي ايفا اساسي در هر دو

ها  كشي ديفنسينكشي و ميكروبويژگي سلول
ها براي داخل شدن به غشاهاي  در نتيجه توانايي آن
هاي الكترو استاتيك با غشا باكتري و  بيولوژيكي و واكنش

ي ضروري و  ها دهد يون توليد منافذي است كه اجازه مي
نتيجه ط بيرون منتشر شده و در مواد غذايي از باكتري به محي

يك ). 10،11( شود ها متوقف   و پروتئينDNA ،RNAسنتز 
هاي ضد ميكروب را نشان  مدل كه فعاليت بيشتر پپتيد

.  استShai-Matsuzaki-Huang (SMH) لدهد مد مي
اين مدل واكنش پپتيد با غشا، به همراه جا به جايي 

هاي خاص  نهليپيدها، تغيير در ساختار غشا، و در نمو
) 12(كند  ورود پپتيد به درون سلول هدف را پيشنهاد مي

هاي ضد ميكروب با مكانيسم  و به طور كلي عمل پپتيد
SMHكشد ها را مي  در غلظت ميكرو مولار، ميكروب .  

) 18-45(هاي كاتيونيك كوچك  ها، پپتيد ديفنسين
 از  كيلو دالتون و غني2-6آمينواسيد، با وزن مولكولي 

اي از اتصال  ي آرژنين با الگوي حفاظت شده آمينه اسيد
در . باشند  ريشه سيستئين مي8 تا 6سولفيدي از جمله  دي

هاي   پپتيد كاتيونيك از گرانول13مطالعات قبلي 
. شده استهاي خون گاو گزارش  پلاسمي نوتروفيلسيتو

باشند و داراي   پپتيد بسيار كاتيونيك مي13اين 
اي با پپتيدهاي ضد ميكروبي  هاي حفاظت شده توالي

همچنين در سال . هستندتليال  هاي اپي توليد شده از سلول
تليال دروني   از سلول هاي اپي)EBD(بتا ديفنسين  1998

هاي گاو  بتا ديفنسين). 13،14 ( استدهگاو جداسازي ش
 اعمال مي كنند in vitroاثرات ميكروب كشي قوي در 

، اكلياشرشيو فعاليت ضد ميكروبي عليه 
). 15( و كانديدا آلبيكنز دارند استافيلوكوكوس اورئوس

 گرانول هاي سيتوپلاسمي 12 تا 1پپتيدهاي بتا ديفنسين 
هاي گاو علاوه بر بيان در مغز استخوان در  نوتروفيل

تليوم غدد پستاني گاوهاي شير دهنده نيز بيان  اپي
 ها در غدد پستاني گاو در زمان شوند و ميزان بيان آن مي

  ).16،17( يابد عفوني شدن با باكتري افزايش مي
ي   نوتركيب يك وسيلهDNAتكنولوژي 

هاي نوتركيب فراهم  اقتصادي براي توليد پروتئين
ها از طريق توليد  بيوتيك حقيقتاً بسياري از آنتي. كند مي

ها به دست  نوتركيب در تنوعي از ميكرو ارگانيسم
براي توليد پروتئين هاي موجود  در ميان سيستم. اند آمده

بيشتر به عنوان ميزبان استفاده  E. coliنوتركيب باكتري 
با توجه به اين كه درمان با ). 19،18(شود  مي
ها، هنوز انتخاب اول براي مبارزه با  بيوتيك آنتي

هاي ميكروبي در انسان و حيوانات است شيوع  عفونت
هاي مرسوم يك  بيوتيك مقاومت باكتريايي به آنتي

توليد پروتئين . باشد اني براي سلامت عمومي مينگر
تواند راهكاري روبي مينوتركيب با خاصيت ضد ميك

 لذا اين مطالعه با هدف بهينه سازي بيان ،)20(مفيد باشد 
 به منظور بررسي BNBD2و تخليص پروتئين ژن 

ها  پتانسيل آن در خاصيت ضد ميكروبي اين پپتيد
  .طراحي و اجرا شده است

  
  :رسيروش بر

آزمايشگاهي از باكتري - در اين مطالعه تجربي
E. coli L21(DE3) حامل پلاسميد )pET-32a(+ كه 

 در آن همسانه سازي شده بود جهت  BNBD2ژن
جهت بررسي بيان پروتئين ). 21(مطالعه استفاده گرديد 

به اين منظور ابتدا . نسبت به رشد باكتري اقدام گرديد
 - 0C70كه در دماي  (شده  ذخيره هاياز نمونه باكتري
 مايع ،)LB(در محيط لوريا برتاني ) گرديد نگهداري مي

بيوتيك   ميلي گرم در ميلي ليتر آنتي100حاوي 
 150سيلين تلقيح و نسبت به رشد آن در شرايط  آمپي

ميزان . گراد اقدام شد  درجه سانتي37دور و دماي 
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 به 1تلقيح كشت شبانه به محيط كشت بياني به نسبت 
 به )OD(پس از رسيدن جذب نوري .  صورت گرفت10

 ي  نانومتر القاء بيان ژن به وسيله600 در طول موج 8/0
Isopropyl-ß-D-thio-galactoside (IPTG) با غلظت 

  ).22،23( ميلي مولار صورت گرفت 1نهايي 
بهينه سازي و توليد پروتئين نوتركيب در 

سلولي ي   براي سه كميت دانسيته(+)pET-32aوكتور 
 600 در طول موج 1 تا 7/0جذب نوري (در زمان القاء 

  نيزو ساعت 6 و4، 3، 2، 1( ، مدت زمان القاء)نانومتر
 30 ،28 ،26(و دماي رشد ) يك شبانه روز بعد از القاء

ها  سپس نمونه. ارزيابي گرديد) گراد  درجه سانتي37و 
  دقيقه سانترفيوژ شد و30 دور در دقيقه به مدت 5000در 

 Tris-EDTA (TE) رسوب سلولي بعد از حل شدن در بافر
) 5/0و پالس % 80قدرت (و تأثير امواج ماوراء صوت 

.  دقيقه سانترفيوژ شد20 دور به مدت 13000در دور 
درصد  12مايع فاز رويي جهت بررسي بيان بر روي ژل 

SDS-PAGEبا توجه به نتايج به .  الكتروفورز شد
مدت زمان بعد از القاء دست آمده بهترين دما و 

تعيين غلظت پروتئين نوتركيب به . مشخص گرديد
در اين راستا بعد از . كمك روش برادفورد انجام شد

 از شركت سينا ژن بر )BSA(تهيه آلبومين سرم گاوي 
 نمودار استاندارد در طول )OD(اساس ميزان جذب 

ي بعد با   نانومتر رسم گرديد و در مرحله595موج 
از آن غلظت پروتئين نوتركيب تخمين زده شد استفاده 

به منظور انجام وسترن بلات ابتدا مقدار مساوي ). 24(
از پروتئين قبل از القا و بعد از القا با تكرار روي ژل 

SDS-PAGE 12 درصد برده شد به طوري كه با نصف 
  نيمي از ژل جهت رنگ آميزيSDS-PAGEكردن ژل 

ت انجام وسترن بلات و با كوماسي بلو و نيمه ديگر جه
مقايسه با الگوي پروتيني ژل پلي اكريل اميد به كار 

پروتئين ها از ژل پلي اكريل اميد توسط بافر . گرفته شد
 ميلي مولار 192گليسين /  ميلي مولار25تريس (انتقال 

به مدت يك شبانه روز با شدت ) %20همراه با متانول 
 ي فلورايد ميلي آمپر به غشاي پلي وينيليدين د80

Polyvinylidene Difluoride (PVDF)منتقل شدند  .

  درذ ـــرار دادن كاغـــدود سازي با قـــمرحله مس
milk skim5 درصد به مدت دو ساعت صورت 
 mouse anti- (His)6 peroxidaseسپس آنتي بادي . گرفت

پس از شست و شوي .  اضافه گرديد2000به  1 رقت با
 مولار، Tris 02/0( و شو با بافر شست PVDFكاغذ 
NaCl نيم مولار و HCL 6مرتبه و هر بار به 3)  نرمال 

 تترامتيل بنزدين دقيقه سوبستراي 5مدت 
Tetramethylbenzidine (TMB)با .  اضافه گرديد

ظاهر شدن باند قهوه اي پروتئين مورد نظر شناسايي 
 از پروتئين BNBD2به منظور رهايي پروتئين . ديگرد

پروتئين نوتركيب داراي جايگاه شكافت (نوتركيب، 
در ) د مي باشدپرولين براي فرميك اسي- آسپارتيك

 ميلي ليتر فرميك 26( فرميك اسيد  درصد50محلول 
و دماي )  ميلي ليتر پروتئين نوتركيب20و % 80اسيد 

0C50 بعد از شكافت، .  ساعت شكافت يافت24 به مدت
شد تا فرميك  ساعت ليپوفيليزه 2مخلوط واكنش به مدت 

  .اسيد از محلول حاوي پروتئين حذف شود
، از BNBD2براي تخليص و تغليظ پروتئين 

 از شركت Vivaspin2(سانتريكون با غشاي سلولزي 
Sartoriusپس از اضافه نمودن . استفاده شد)  آلمان

،  BNBD2 ميلي ليتر محلول حاوي پروتئين2حداكثر 
 درجه و 20 دقيقه در دماي 40سانتريكون به مدت 

محلول عبور كرده از .  دور در دقيقه سانترفيوژ گرديد4000
 بود  BNBD2غشا سلولزي، حاوي پروتئين تخليص شده

  .كه جهت بررسي خاصيت ضد ميكروبي استفاده شد
به منظور بررسي اثر ضد باكتريائي پروتئين تخليص 

،  Tryptone Soya Broth (TSB)شده، در محيط كشت
 Escherichiaهاي  ريـــــباكت  ازانهـــــشت شبــك

coli،Staphylococcus aureus،Klebsiella pneumonia   و
aeruginosa Pseudomanasشبانه بعد از يك.  گرديد تهيه 

هاي حاوي محيط  روز پس از ايجاد چاهك بر روي پليت
ليتر از نمونه  ميكرو80كشت مولر هينتون آگار، به ميزان 

هاي مختلف بعد از القاء  زمانپروتئيني تخليص شده در 
ي فيوژن   ميكروليتر از نمونه80به عنوان كنترل مثبت و 

پروتئين به عنوان كنترل منفي استفاده گرديد و در 
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 درجه يك شبانه روز براي بررسي خاصيت 37دماي 
  .ميكروب كشي اين پپتيد، انكوبه شد

  
  :ها يافته

در بيشترين غلظت پروتئين بياني در اين مطالعه، 
بررسي بيان . گراد مشاهده شد ي سانتي  درجه30دماي 

 25ي حدود  پروتئين، وجود يك باند پروتئيني با اندازه
كيلو دالتون، معادل با وزن مولكولي پروتئين نوتركيب 

BNBD2هاي باكتريايي القاء شده   در الگوي پروتئين
نشان داد؛ در حالي كه باند پروتئيني مذكور در الگوي 

هاي باكتريايي القاء نشده وجود نداشت  ي سلولپروتئين
 ساعت 4و مشخص شد كه بيشترين بيان در مدت زمان 

و نتايج حاصل ) 1  تصوير شماره(بعد از القاء بوده است 
 با روش وسترن بلاتينگ تاييد SDS-PAGEاز انجام 

  اءــشد به طوري كه در ستون مربوط به نمونه قبل از الق
  
 
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

، بيان پروتئين SDS-PAGEتصوير ژل  :1  ير شمارهتصو
 (BNBD2)هاي گاو   نوتروفيل2نوتركيب بتا ديفنسين 

   IPTG درجه و غلظت يك ميلي مولار 30در دماي 
 E. coli BL21(DE3).  سلول ليز شده: 2ماركر پروتئين، : 1

 ترانسفورم شده با  E. coli BL21(DE3) سلول ليز شده: 3
بيان پروتئين نوتركيب به : 4-6بل از القا، وكتور نوتركيب ق

علامت پيكان  ،IPTG ساعت بعد از القاء با 4 و 3 ، 2ترتيب 
  .نشان دهنده پروتئين نوتركيب قبل از القاء

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  آناليز وسترن بلاتينگ :2  تصوير شماره
 E. coli BL21(DE3)ي سلول ليز شده: 2ماركر پروتئيني، : 1

 ترانسفورم شده  E. coli BL21(DE3) هسلول ليز شد: 3
سلول ليز : IPTG .6 -4با وكتور نوتركيب قبل از القاء با 

 ترانسفورم شده با وكتور E. coli BL21(DE3)  شده
 و 2،3هاي مختلف   در زمانIPTGنوتركيب بعد از القاء با 

 ساعت بعد از القاء؛ علامت پيكان نشان دهنده پروتئين 4
  .قاءنوتركيب قبل از ال

  
 

ها بيان  شود ولي در ساير ستون هيچ باندي مشاهده نمي
پروتئين نوتركيب با وزن مذكور مشاهده گرديد 

  ).2تصوير شماره (
با استفاده از روش برادفورد غلظت پروتئين 

 ميلي ليتر از 10 ميكرو گرم در 2954/19نوتركيب برابر 
با اضافه نمودن فرميك اسيد . دمحيط كشت تعيين گردي

 به محلول حاوي پروتئين نوتركيب و  درصد50
گراد به مدت   درجه سانتي50نگهداري آن در دماي 

پرولين -يك شبانه روز، شكافت در جايگاه آسپارتيك
مربوط به فرميك اسيد انجام و پس از ليپوفيليزه كردن 

 ساعت به منظور حذف اثر فرميك 2محلول به مدت 
بور محلول اسيد در بررسي خاصيت ضد باكتري و ع

پروتئين از سانتريكون، اندازه باند پروتئين تخليص شده 
 درصد مطابق با اندازه پيش بيني 16به روي ژل تريسين 

 كيلودالتون 6/4حدود )   اسيد آمينه40معادل با ( شده
  ). 3تصوير شماره (تعيين گرديد 
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 درصد براي تعيين حضور 16ژل تريسين  :3  تصوير شماره
  (BNBD2)هاي گاو   نوتروفيل2ئين نوتركيب بتا ديفنسين پروت

 و 25پروتئين هايي با وزن هاي مشخص (كنترل مثبت : 1
پروتئين برش يافته شده با وزن مولكولي : 2، ) كيلو دالتون5
 كيلو دالتون پس از عبور از سانتريكون؛ علامت پيكان 6/4

  .نشان دهنده پروتئين نوتركيب قبل از القاء
  

ي عدم رشد در محيط كشت مولر  رسي هالهبا بر
هينتون آگار، اثر ميكروب كشي اين پروتئين تخليص 

 ،Escherichia coliهاي  باكتريشده بر رشد 

Staphylococcus aureus ،Klebsiella pneumonia و 
aeruginosa Pseudomanas 4  تصوير شماره( تأييد گرديد.(  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

عاليت ضد باكتري پروتئين بررسي ف :4ي  تصوير شماره
 با (BNBD2)هاي گاو   نوتروفيل2نوتركيب بتا ديفنسين 

  .agar gel diffusionروش 
: ، ب)Pseudomonas aeruginosa) ATCC27853: الف

Klebsiella pneumonia) ATTC700603(ج ، :Escherichia 

coli) ATCC35218(د ، :Staphylococcus aureus) 25922 .(.
فيوژن پروتئين قبل از در معرض قرار : كنترل منفيدر هر پليت 

 BNBD2 ترتيب پروتئين  به1-3گرفتن با فرميك اسيد، 
  ). ساعت بعد از القاء42 و 24 تخليص شده

  :بحث
هاي طبيعي  از آن جايي كه مقدار كم ديفنسين

در حيوانات وجود دارد و ارزش استخراج بالا است و 
 طبيعي در مهار و هاي صنعتي كردن و كاربرد ديفنسين

ها در حيوانات اهلي و ماكيان محدود  كنترل بيماري
هاي   از تكنيك ها با استفاده است كلونينگ ديفنسين

لوژي مولكولي و توسعه حيوانات ترانس ژنيك وسيله وبي
فعاليت . باشد ها مي اصلي براي به دست آوردن ديفنسين

ف را  اين هدin vitro ضد ميكروبي در  بالاي پپتيدهاي
ي  در بر دارد كه اين پپتيدها ممكن است درآينده

 in vivo هاي باكتريايي در نزديك در معالجه عفونت
  .موثر باشند

هر پروتئين با توجه به مقدار بيان و ساختار و 
باشد در  توالي آن شرايط بياني خاص خود را دارا مي

ي بيان پروتئين  نتيجه براي دستيابي به شرايط بهينه
به منظور بهينه . ب، نياز به بهينه سازي شرايط استنوتركي

 چندين پارامتر از BNBD2سازي بيان پروتئين نوتركيب 
مجموعه پارامترهاي موثر در ميزان بيان پروتئين 

هايي كه مورد بررسي  فاكتور. نوتركيب تغيير داده شد
ي سلولي در زمان القاء، مدت  قرار گرفتند شامل دانسيته

نتايج نشان داد كه بهترين . دماي رشد بودزمان القاء و 
 و جذب نوري LBبيان هنگام استفاده از محيط كشت 

 در. ه است نانومتر اتفاق افتاد600 در طول موج 8/0
ي مدت زمان القاء و دماي رشد مشاهده گرديد كه  باره

 درجه 30هنگامي كه محيط كشت القاء شده در دماي 
ان بيان پروتئين نوتركيب  بعد از القاء ميز؛شد انكوبه مي
و  در تحقيقي مشابه، جهت كلونينگ بيان. بالا بود

ها با خاصيت  پروتئيني مشابه ديفنسين( LL-37تخليص 
در . دش استفاده (+)pET-32a از وكتور ،)ميكروبي ضد 

ي فيوژن شدن با   به وسيلهLL-37آن تحقيق پروتئين 
افت  و دارا بودن جايگاه شكHis tagتيرودوكسين و 

پرولين، بعد از شكافت جايگاه با فرميك -آسپارتيك
 و رفتگ اسيد تحت كروماتوگرافي تمايلي كبالت قرار 

براي . پذيرفت صورت HPLCتخليص پپتيد با تكنيك 
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 و حفاظت از E. coliتوليد پپتيدهاي ضد ميكروبي در 
ثيرات كشنده اين پپتيدها براي ميزبان و نيز حفاظت أت

وتوليتيك، پپتيدها را به يك حامل  تخريب پرزآنها ا
پروتئيني متصل مي كنند و پپتيد هدف در مرحله بعدي 

اين . شودتوسط برش آنزيمي يا شيميايي جدا مي
پروتئين هاي حامل پپتيد را از پروتئازهاي سلولي و 

  از . كندظ ميــك حفـد توكسيــميزبان را از پپتي
فراز و هاي حامل مانند گلوتاتيون ترانسپروتئين

 به آنتي باكتريالهاي براي اتصال به پپتيدتيوردوكسين 
تيوردوكسين  كه از بين اين دو وفور استفاده شده است

و افزايش )  كيلو دالتون11(به دليل اندازه كوچك 
، بيشتر مورد توجه E. coli حلاليت پروتئين نوتركيب در

ها در ساختمان علاوه بر اين ديفنسين). 25 (نداقرار گرفته
خود داراي اسيد امينه سيستئين بوده و باند دي سولفيدي 

 شان در عملكردهاتشكيل مي دهند ولي عدم تشكيل آن
نچه در فعاليت ضد آيعني تخريب غشا نقشي ندارد و 

ميكروبي ديفنسين ها نقش دارد بار و هيدرو فوبيسيتي 
 تئينبنابراين امكان بيان اين پرو ).26،27(باشد   ميهاآن

  . ممكن مي شودE. coliدر فضاي سيتوپلاسمي باكتري 
، داراي توالي pET32aدر اين مطالعه از وكتور 

كد كننده پروتئين تيوردوكسين جهت جلوگيري از اثر 
پس از . باكتري كشي پروتئين ديفنسين استفاده گرديد

 به صورت سيتوپلاسمي BNBD2بيان پروتئين نوتركيب 
پرولين پروتئين -فت آسپارتيكبا برش در جايگاه شكا

هاي اضافه مانند تيوردوكسين و هگزا  مورد نظر از توالي
و با عبور از سانتريكون استفاده هيستيدين جدا شده 

هاي مهم كه بايد هنگام  يكي از جنبه. گرديد خالص

طراحي يك سيستم بيان ژن و تهيه پروتئين نوتركيب در 
با . باشد  ميي خالص سازي پروتئين نظر داشت مرحله

هاي  ي خالص سازي هزينه توجه به اين كه هر مرحله
باشد بنابراين هر چه مراحل  خاص خود را دارا مي

خالص سازي كمتر باشد به همان اندازه روش تخليص 
  .)28،29( تر است مناسب

 

  :نتيجه گيري
هاي ضد  هاي ضد ميكروب، داراي مكانيسم پپتيد

هاي  انتخابي در طي سالميكروبي ويژه اي هستند كه فشار 
ي   و يك پايگاه براي توسعه تكامل را تحمل كرده

هر پروتئين شرايط بيان . باشند هاي جديد مي بيوتيك آنتي
باشد كه شرايط دمايي، غلظت  مخصوص به خود را دارا مي

IPTGها در مقدار توليد پروتئين موثر   و طول زمان القاء سلول
 درجه، مدت 30 دماي رشد براساس نتايج اين مطالعه. است

 ميلي مولار ماده القاء كننده در 1 ساعت و غلظت 4زمان 
 را نشان داد BNBD2 بيشترين ميزان بيان پروتئين LBمحيط 

كه مي توان براي توليد انبوه و صنعتي پروتئين مورد استفاده 
  .قرار داد
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Background and aims: Defensins are one of the largest families of antimicrobial peptides and, 
because of their activity against bacteria, fungi, and many coated and uncoated viruses, are very 
profitable as new antibiotics. This study was done to evaluate the optimization of expression, 
purification and handling antibacterial features of BNBD2 protein. 

Methods: In this experimental laboratory study, E. coli BNBD2 (DE3) carrying pET-32a(+) 
vector in which BNBD2 was homogenized was used. BNBD2 expression was evaluated through 
changes in cell density, growth temperature, the duration of induction using vertical 
electrophoresis (SDS-PAGE) and Bradford test both qualitatively and quantitatively. The 
purification of recombinant protein was done by chemical method of fission in the position of 
formic acid and passing Centricon, and anti-bacterial effect of the purified protein on some gram 
negative and gram positive bacteria was examined 
Results: By induction start in optical absorption of 0.8 in wave length of 600 nm and inducing 
IPTG in concentration of 1 milimolar, growth temperature of 300C, and duration of 4h after 
induction, the highest expression was obtained in Luria-Bertani culture medium. The 
recombinant protein was purified by fission in formic acid and passing centricon. Western blot 
test results indicated that the recombinant protein was specifically connected to mouse anti-(His) 
6 peroxidase antibody. The formation of inhibition zone in culture media of Hinton agar 
containing culture swab of the studied bacteria indicated this protein’s antibacterial property. 
Conclusion: BNBD2 protein has antibacterial effects and can be expressed in E .coli and this 
protein has antibacterial effects.  

 
Keywords: Antimicrobial peptides, BNBD2, Chemical fission, Expression, Optimization, 
                   Purification. 


