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 چکیده:

ود. هدف ششدن اثرات سلامت بخش در بدن میزبان میها سبب نمایان  اي هستند که مصرف کافی آنهاي زندهها میکرو ارگانیسمپروبیوتیک مقدمه:

خرچنگ نعل اسبی بر رشد سودوموناس   Tachyplesin Iبررسی اثرات باکتري پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس بیان کننده پپتید ،از این پژوهش
 .بودآئروژینوزا 

و سپس  هشد E.coliبه روش شوک حرارتی وارد باکتري  Tachyplesin Iحاوي ژن pNZ8148-Tachyplesin I پلاسمید نوترکیب  :روش کار

بیوتیک نتیآ بابه روش الکتروپوریشن وارد باکتري لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس شد و غربالگري   Tachyplesin I. وکتور نوترکیب حاوي ژنشدتخلیص 
وس مهندسی شده روي رشد سودوموناس آئروژینوزا بررسی و با انجام گرفت. سپس تاثیر مهاري باکتري لاکتوباسیلوس اسیدوفیل PCRکلرامفنیکل و 

 . شدهاي آنتی بیوتیکی مقایسه دیسک

تایید شد. مشخص  PCRبا کلرامفنیکل و توسط واکنش  درون باکتري لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس pNZ8148-Tachyplesin Iورود پلاسمید  :هایافته

که قطر هاله عدم رشد ایجاد شده روي  به صورتی رد،زاي سودوموناس آئروژینوزا دااثر مهاري روي رشد باکتري بیماري شد که باکتري مهندسی شده
 و سیلین آمپی بیوتیکیهاي آنتیهاي دیسکسودوموناس آئروژینوزا تحت تاثیر لاکتوباسیلوس مهندسی شده قابل قبول بود. پس از مقایسه قطر هاله

(، اما قطر هاله حاصل از تتراسایکلین با (p-value <0.05 نشد در هاله عدم رشد مشاهدهداري اوباسیلوس مهندسی شده تفاوت معنکلرامفنیکل با لاکت
 داري بود. هاله حاصل از لاکتوباسیل مهندسی شده داراي تفاوت آماري معنا

اسیدوفیلوس، هاله عدم رشد حاصل از آن در اطراف سودوموناس درون لاکتوباسیلوس   Tachyplesin Iحضور ژن تاییدبا توجه به  :گیرینتیجه

 بیوتیک بر سودوموناس آئروژینوزا دارد.لاکتوباسیلوس اثري مشابه آنتی  Tachyplesin Iآئروژینوزا نشان دهنده این است که بیان و ترشح ژن
 

 Tachyplesin I ،pNZ8148-Tachyplesin Iلاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس، سودوموناس آئروژینوزا،  کلیدی:گان واژ

 

 مقدمه:
دراز به عنوان موجودات مضر براي سلامتی ها سالیان باکتري

ا ه شد که باید با آنتصور می چنین و شدندانسان شناخته می
ها در ساخت داروها، مبارزه کرد، اما امروزه میکروارگانیسم

به عنوان یک جزء اصلی  ،ها و...ها، آنزیمها، واکسنهورمون
 صورته ب اه پروبیوتیک ،. در این میانمطرح هستندفرآیند تولید 

هاي مفید با توانایی تغییر فلور میکروبی روده نقش مهمی باکتري

ها شامل طیف وسیعی از پروبیوتیک .[8-9] کننددر بدن ایفا می
. هستند ها و مخمرهاها، قارچها از جمله باکتريمیکروب

هاي باکتریایی پروبیوتیکی شامل لاکتوباسیلوس و جنس
. استسس ساکارومای مخمري پروبیوتیکیبیفیدوباکتریوم و جنس 

هاي پروبیوتیک لاکتوباسیلوس، فعالیت مهاري علیه رشد سویه
به  ها توان مقاومتکنند. این باکتريهاي پاتوژن ایفا میباکتري
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ن اي و همچنیهاي اپیتلیوم رودهاسید و صفرا، اتصال به سلول
ک بیوتیدارند. انتخاب پروخود سلامت میزبان  روياثرات مفید 

-مناسب، یک اصل اساسی در پیشرفت فعالیت درمانی و ویژگی

هاي عملکردي غذاهاي پروبیوتیک و محصولات دارویی به شمار 
 .[5و  0]آید می

هاي لاکتوباسیلوس، باکتري ترین سویهیکی از مهم
یعی در به طور طب این سویهاست.  اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس

ز غذاهاي غنی شده مانند کلم ترش بدن انسان و نیز در بسیاري ا
بنی را به محصولات لآن تولید کنندگان  شته و بسیاري ازوجود دا

 .[6]کنند اضافه میو به ویژه ماست 
Tachyplesin میکروبی است که در لوکوسیت  یک پپتید ضد

پپتید  RGD خرچنگ نعل اسبی وجود دارد. این پپتید به توالی
ده پرولیفراسیون تومور کشت داده شاینتگرین متصل شده است و 

یک  L به طور مشابه تمپورین کند.وسیله آپوپتوز خاموش میه را ب
تایی است که از پوست قورباغه اروپایی جدا شده و در  89پپتید 
ونیک کاتیمذکور کند. پپتید هاي سرطانی نکروز القا میسلول

هاي خرچنگ سال قبل از هموسیت 90که حدود  استهپارین 
کروبی میضد نعل اسبی کشف شد و به علت طیف وسیع و خواص 

 یداین پپت. استهاي مقاوم به داروها معروف قوي در برابر باکتري
ا رها واکنش نشان داده و نفوذ پذیري غشا با غشا لیپیدي باکتري

 شود. به علت طیفها میسبب مرگ باکتري داده که خودافزایش 
م مثبت و گرم منفی به عنوان یک هاي گروسیع در برابر باکتري

ویروس  تومور و ضد میکروبی، ضد داروهاي ضد برايکاندیدا 
 .[7]پیشنهاد شده است 

اي شکل یا کمی هاي گرم منفی میلهباکتريکه ها سودوموناس
به وسیله یک یا چند فلاژل قطبی متحرکند. این  ،خمیده هستند

ا زبیماري ،فرصت طلب حالتاي به در شرایط ویژه ها باکتري
انایی از جمله تو مختلف عواملد. باکتري در محیط به دلیل شونمی

هاي گوناگون محیطی و نیز امکان کلونیزه شدن در زیستگاه
شر منتاستفاده از بسیاري از ترکیبات به عنوان منبع انرژي 

تواند در هر بخشی از بدن و . عفونت سودوموناس میشودمی
هد، سوختگی یا تروما در بخش هایی از گوش میانی، دها رخ بافت

قرنیه، دستگاه ادراري و دستگاه تنفسی شایع است. همچنین 
و حتی عفونت شود.  اندوکاردیت، اسهال و استفراغ باعث تواندمی

اي هتواند آنتی باديمی ،بیماران پس از عفونتسیستم ایمنی 
از  وزاناس آئروژینسودومود. نخاص با اثرات ضد التهابی تولید کن

عوامل شایع عفونت بیمارستانی و مقاوم به بسیاري از آنتی 
رصت زا فباکتري بیماري سودوموناس آئروژینوزاهاست. بیوتیک

در بروز مرگ و میر در بیماران با اي طلب است که عامل عمده 
شود. مقاومت ذاتی به مواد ضد ضعف سیستم ایمنی محسوب می

تر شدن وضعیت درمان ري سبب وخیممیکروبی در این باکت

از انجام این  فهد ،از همین رو. [1] دشویهاي آن معفونت
پژوهش ایجاد باکتري پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 

و بررسی  خرچنگ نعل اسبی Tachyplesin IIبیان کننده پپتید 
 .بود سودوموناس آئروژینوزابر میزان رشد  اثر آن

 

 :روش کار

 پلاسمید استخراج
تهیه شده   Top10Fسویه E.coliباکتري  در این مطالعه تجربی،

ه باز بخش بیوتکنولوژي دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهر کرد 
اکتري ب ،منظور ترانسفورماسیون و تکثیر سازه ژنی نوترکیب

از مرکز ( تهیه شده ATCC 4356) لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
روتئین بیان پ برايهاي صنعتی ایران ها و باکتريکلکسیون قارچ
Tachyplesin I  سودوموناس آئروژینوزاو باکتري (2785 ATCC )
بخش بیوتکنولوژي دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهیه شده از 

همچنین  .به منظور بررسی اثرات پروبیوتیک استفاده شدشهرکرد 
  Iحامل ژن pNZ8148-Tachyplesin Iپلاسمید نوترکیب 

Tachyplesin  ري خرچنگ نعل اسبی طراحی و به شرکت جین
 سفارش داده شد. 

به منظور استخراج پلاسمید، سلول باکتریایی مستعد آماده شد. 
یک شب در محیط  TOP10 سویه E.coliباکتري براي این کار، 

درجه سانتی گراد  97مایع در دماي  Bertani (LB)–Luria کشت
شوک  ابکلسیم کلراید  به روشتعد هاي مسکشت داده شد. سلول

ها . از این سلول[3] آماده شدندگراد( درجه سانتی 09)حرارتی 
و   pNZ8148-Tachyplesin Iبراي انتقال پلاسمید نوترکیب 

  Iاستفاده شد. پلاسمید حاوي ژن pNZ8148پلاسمید خالی 
Tachyplesin درون باکتري به طور جداگانه  و پلاسمید خالی

E.coli ساعت از زمان انکوبه  90. پس از گذشت ندمنتقل شد
شکل د )شهاي رشد یافته ماتریکس تهیه ها، از تک کلنینمونه

(. پلاسمید توسط کیت استخراج پلاسمید شرکت یکتا تجهیز 8
تدا از اب ،منظوراین به . آزما طبق دستورالعمل کیت، استخراج شد

حاوي  یاد شدهلیتر محیط کشت میلی 5ها، درون ماتریکس
 90گرم در لیتر کشت داده شد و لوله به مدت  05/0کلرامفنیکل 

گرم  05/0در ابتدا ساعت درون انکوباتور شیکردار قرار داده شد. 
سپس  ،دشسی سی الکل خالص حل  80از پودر کلرامفنیکل در 

سی سی محیط کشت افزوده  800سی سی از آن در هر  8مقدار 
 شد. 

 

 تایید صحت استخراج پلاسمید 
روي  PCRواکنش به منظور تایید صحت استخراج پلاسمید، 

  Iهاي اختصاصی ژناستخراج شده با استفاده از پرایمر پلاسمید
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Tachyplesin  محصول آن روي  ،در نهایتانجام شد.  (8)جدول
 ژل الکتروفورز برده شد و صحت استخراج پلاسمید بررسی شد. 

 :به صورت زیر مخلوط شدند PCRمواد مصرفی براي واکنش 
PCR Master Mix (2x به میزان )لیتر، پرایمر رفت  میکرو 80

(Forward) (09/0 به میزان  نانو )لیتر، پرایمر  میکرو 8مول
میکرولیتر،  8مول( به میزان  نانو 09/0)( Reverse)برگشت 

میکرو  5/9) لیتر میکرو 9( به میزان DNAپلاسمید استخراج شده )
میکرولیتر رسانده  90به حجم  دو بار تقطیرآب گرم( که همگی با 

 9/0میکرولیتر در میکروتیوب  90به حجم  مذکور . موادشد
و در دستگاه ترموسایکلر قرار گرفت.  شدهلیتري مخلوط میلی

 :در نظر گرفته شدبه شرح زیر  PCRدمایی براي انجام  چرخه
درجه  35دقیقه در دماي  5دناتوراسیون اولیه به مدت مرحله 
دقیقه در  8سیکل به مدت  95 ،گراد، مرحله دناتوراسیونسانتی
دقیقه  8گراد، مرحله اتصال پرایمر به مدت درجه سانتی 30دماي 

 8گراد، مرحله طویل سازي به مدت درجه سانتی 51در دماي 
گفته  ز پایان مراحلپس ا .گراددرجه سانتی 79دقیقه در دماي 

 79دقیقه در دماي  5، مرحله طویل سازي نهایی به مدت شده
 8روي ژل آگارز  PCRگراد انجام شد. نتایج واکنش درجه سانتی

 ماورا بنفشو درون دستگاه مولد نور شده درصد الکتروفورز 
  بررسی شدند.

 

به باکتری  Tachyplesin Iانتقال پلاسمید حاوی ژن 

  اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس
هاي اکتريباز واکنش الکتروپوریشین براي این انتقال استفاه شد. 

مایع کشت  Mrsمورد نظر در محیط  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
درجه سانتی گراد  97ساعت در دماي  90داده شدند و به مدت 

دقیقه  9به مدت  rpm 3000سانتریفیوژ با سرعت انکوبه شدند. 
با غلظت  2MgClمیکرولیتر  800با  دفعهها دو شد و سلول انجام

سلول باکتري به همراه  دفعهمولار شستشو داده شدند )هر  8/0

2MgCl  دقیقه روي یخ قرار داده شد(. همین مراحل  90به مدت
با غلظت  2CaClمیکرولیتر محلول  800شستشو دو مرتبه هم با 

ریل تمولار انجام گرفت. سپس باکتري به کمک سمپلر اس 8/0
میکرولیتر از پلاسمید  90سرد درون کوت استریل ریخته شد و 

دقیقه روي آب و یخ  5نوترکیب به محیط درون کوت افزوده و 
و  دشقرار داده قرار داده شد. کوت درون دستگاه الکتروپوریشن 

اده ها پالس دولت تنطیم و سه مرتبه به سلول 8500 دستگاه روي
دقیقه روي یخ قرار داده  5مدت شد )کوت بین هر دو پالس به 

شد(. سپس به کمک سمپلر محتویات درون کوت به درون 
 97ساعت در دماي  0استریل ریخته و به مدت  5/8میکروتیوب 

 9به مدت  rpm 3000د. سپس در شدرجه سانتی گراد انکوبه 
باقی مانده  هايد. سلولشدقیقه سانتریفیوژ و سوپرناتانت تخلیه 

داراي آنتی بیوتیک  Agar-Mrsمحیط کشت روي پلیت حاوي 
 کشت داده شد.  لیترگرم در  05/0کلرامفنیکل 

پس از اتمام فرآیند الکتروپوریشن، محتویات سلولی روي پلیت 
Agar-Mrs  بیوتیک کلرامفنیکللیتر آنتیگرم در  05/0حاوي 

 97ساعت درون انکوباتور با دماي  90انتقال یافت. پلیت به مدت 
تایید نهایی صحت  برايگراد قرار داده شد. سپس سانتیدرجه 

لاسمید پ ،شده انتقال دادههاي از باکتريبار دیگر الکتروپوریشن، 
  Iهايبه کمک پرایمر PCRواکنش  هاآناستخراج و روي 

Tachyplesin [80] انجام شد  . 
 

 cDNAسنتز و  IDNase تیمار با آنزیم ،RNAاستخراج 
 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسباکتري ، RNAبه منظور استخراج 

گرم در  05/0حاوي  Broth-LBنوترکیب درون محیط کشت 
از تایید انتقال  پس بیوتیک کلرامفنیکل کشت داده شد.لیتر آنتی

تام  RNA ،لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسپلاسمید درون باکتري 
از  RNAاستخراج  برايها استخراج شد. سلولی از باکتري

با  DNase Free/RNase Freeمیکروتیوب و سر سمپلرهاي 
استفاده )سیناکلون، تهران، ایران(  Plus-RNXمحلول  کمک

میکرولیتر آب تزریق به تیوب اضافه  95به میزان همچنین  .شد
انجام   DNaseتیمار ، سپسدشودر آن حل  RNAشد تا رسوب 

 .شد
ه ببا استفاده از کیت یکتا تجهیز آزما انجام شد.  cDNAسنتز 

حصول  براي RNAلیتر از نمونه  میکرو 80میزان  این منظور،
 Randomپرایمر  لیتر از میکرو RNA ،8گرم از  نانو 500

Hexamer (70 نانو )لیتر میکرو 0، مولstrand buffer-5x first ،
 RNasinلیتر  میکرو 5/0میلی مولارdNTPs (80  ،)لیتر  میکرو 8
واحد  MLV-M (900میکرولیتر  8لیتر( و  بر میکرو واحد 00)

 طبق دستورالعمل کیت مورد استفاده قرار گرفت.لیتر(  بر میکرو
 

 PCR-RTواکنش 
با  PCRواکنش توسط سنتز شده  cDNA صحت ساخت

هاي پرایمر .بررسی شد Tachyplesin Iهاي ژن پرایمر
طراحی  GeneRunner( به کمک نرم افزار 8اختصاصی )جدول 

 الکتروفورز شد 8%بر روي ژل آگارز   PCRمحصولات  شدند.
 .[88] مشاهده شدند ماورابنفشو پس از زمان مقرر با نور 

 

لوس لاکتوباسیبررسی تاثیر ضد میکروبی باکتری 
 مهندسی شده اسیدوفیلوس

 دوفیلوسلاکتوباسیلوس اسیبررسی اثر ضدمیکروبی باکتري براي 
 روي محیط کشت سودوموناس آئروژینوزاباکتري  ،مهندسی شده

وگرام بیمولر هینتون آگاردار کشت داده شد. سپس دیسک آنتی
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هندسی م لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسبلانک تهیه و به باکتري 
 وکتور خالیباکتري حاوي و  Tachyplesin Iحاوي ژن شده 

رار ق سودوموناس آئروژینوزاد و روي سطح پلیت حاوي شآغشته 
 ن،یلیسیآمپبیوتیک هاي آنتیعلاوه بر این، دیسکشد.  داده

شد.  نیز در کنار دو گروه قبلی قرار داده کلیکرامفن و نیکلیتتراسا
ی مهندس لاکتوباسیلوسقطر هاله عدم رشد حاصل از باکتري 

تاندارد سویه اس لاکتوباسیلوسشده با قطر هاله عدم رشد باکتري 
 همچون هاي آنتی بیوتیکیکاري نشده و دیسک دست
ساعت  90سیلین، تتراسایکلین و کرامفنیکل پس از گذشت آمپی

 د.شمقایسه 
 

 آماری تحلیل
بیوتیکی هاي آنتیهاي عدم رشد حاصل از دیسکقطر هاله

آمپیسیلین، کلرامفنیکل، تتراسایکلین و همچنین باکتري 
تر ممهندسی شده بر حسب میلی لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

و با  GraphPad Prismنرم افزار  به کمکگیري و سپس اندازه
 د.ش تحلیل Tاستفاده از آزمون 

 

 ها:یافته

  پلاسمید استخراجنتایج 
  Iهاي ژناستخراج شده با پرایمرهاي روي پلاسمید PCRواکنش 

Tachyplesin  جفت بازي 807انجام شد. حضور باندI  
Tachyplesin (.9ل )شک می کندپلاسمید را تایید  تکثیر، صحت 

 

 انتقال پلاسمید به سلول باکتریایینتایج 
هاي براي باکتريصحت انجام واکنش الکتروپوریشن 

جفت  807با رویت باند  نوترکیب، لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
 (.9)شکل می شود تایید  I  Tachyplesinبازي

 

 مرتبط با بیان ژن هدف در سلول باکتریایینتایج 
لاکتوباسیلوس در باکتري  I  Tachyplesinنتایج مرتبط با بیان ژن 

 ، نشان دهندهPCRمهندسی شده با کمک واکنش  اسیدوفیلوس
  Iزهردر نتیجه بیان  که است I  Tachyplesinجفت بازي 807باند 

Tachyplesin  (. 0د )شکل می شوتایید 
 

ایجاد هاله عدم رشد توسط باکتری  مرتبط بانتایج 

 مهندسی شده

موناس سودوساعت از انکوباسیون پلیت باکتري  90پس از گذشت 
هایی درجه سانتی گراد هاله 97حاوي دیسک در دماي  آئروژینوزا

مشاهده  5همانطور که در تصویر ها مشاهده شد. اطراف دیسک 
لاکتوباسیلوس شود، اطراف دیسک حاوي باکتري می

مهندسی شده هاله قابل قبولی تشکیل شده است  اسیدوفیلوس
تولید شده و پس از ترشح  Tachyplesin Iدهد زهر که نشان می

 وزاسودوموناس آئروژیناز باکتري لاکتویاسیلوس، روي باکتري 
( کلیکرامفن و نیکلیتتراسا ن،یلیسیآمپهاي یکبیوت)مشابه با آنتی

اثر مهاري داشته است. این در حالی است که باکتري 
لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مهندسی نشده تاثیري بر رشد 

 (. 5نداشته است )شکل  سودوموناس آئروژینوزاباکتري 
 

 نتایج تحلیل آماری
سیلین، هاي آمپیهاي عدم رشد اطراف دیسکقطر هاله

 یدوفیلوسلاکتوباسیلوس استتراسایکلین، کلرامفنیکل و باکتري 
ول گیري )جدمتر اندازهمهندسی شده با خط کش در مقیاس میلی

 Tو آزمون  GraphPad Prism( و داده ها به کمک نرم افزار 9
تحلیل شدند. آزمون بررسی قطر هاله به صورت دو تکرار انجام 

ه سیلین با هالین هاله عدم رشد آمپیشد. از نظر آماري اختلاف ب
عدم رشد حاصل از لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مهندسی شده 

. همچنین اختلاف بین هاله عدم (p-value < 0.05)دار نبود معنا
رشد کلرامفنیکل با هاله عدم رشد حاصل از لاکتوباسیلوس 
اسیدوفیلوس مهندسی شده معنادار نبود. این بدین معنا است که 

ر هاله عدم رشد حاصل از باکتري مهندسی شده به اندازه قطر قط
بیوتیکی بوده و قابل هاي آنتیهاله عدم رشد حاصل از دیسک

باشند، اما اختلاف بین هاله عدم رشد حاصل از قبول می
تتراسایکلین با هاله عدم رشد باکتري مهندسی شده از نظر آماري 

لین ه در مقایسه با تتراسایکدار بود و هاله باکتري مهندسی شدمعنا
 (. 7قابل قبول نبود )شکل 

ین و سیلپس از تحلیل اختلاف آماري بین هاله عدم رشد آمپی
لاف دار نبود اما اختکلرامفنیکل با باکتري مهندسی شده معنا

آماري بین هاله عدم رشد تتراسایکلین و باکتري مهندسی شده 
کتوباسیلوس لاباکتري  Blank controlدار بود )معنا

 مهندسی نشده است(. اسیدوفیلوس
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 هاي رشد یافته.ترانسفکت پلاسمید و تهیه ماتریکس از تک کلنی :8شکل 
 
 

 اطلاعات پرایمر 8جدول 
 

bp Size Primer sequence Gene 

147 Lp-Tach-F:  5’- ATGCGTAAAAAGTGGCGTTG -3’ 

Lp-Tach-R:  5’-ACGACAACGACGATAACAAATAC -3’ 

Tachyplesin I 

 

 

 

 
 

 استخراج شده. pNZ8148-Tachyplesin Iبر روي پلاسمید  PCRواکنش :9شکل 
 .می کند( صحت استخراج پلاسمید را تایید Aجفت بازي ) 50( در کنار مارکر B) Tachyplesin Iجفت بازي مربوط به ژن  807حضور باند 

 کنترل منفی است. Cچاهک 
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 نوترکیب. لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسبر روي پلاسمید استخراج شده از باکتري  PCRواکنش  :-9شکل 
 .می کند( صحت انجام الکتروپوریشن را تایید Aجفت بازي ) 800( در کنار مارکر B)  I  Tachyplesinبازي مربوط به ژنجفت  807حضور باند 

 کنترل منفی است. Cچاهک 

 
 

 
 

 .PCRبه روش  cDNAبررسی صحت سنتز  :0شکل 
 را تایید کرد. cDNA( صحت سنتز Aجفت بازي ) 800در کنار مارکر   I  Tachyplesin( مربوط به ژنBجفت بازي ) 807باند 

 کنترل منفی است. Cچاهک 
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 تشکیل هاله اطراف دیسک. :5شکل 
A نوترکیب حاوي ژن  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس: هاله حاصل ازTachyplesin I  حاوي وکتور خالی. لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسدر مقایسه با 

Bکلیکرامفن و نیکلیتتراسا ن،یلیسیآمپبیوتیکی هاي آنتیهاي حاصل از دیسک: هاله. 
 

 

 
 هاي عدم رشد.نتایج مربوط به تحلیل آماري قطر هاله :7شکل 

 
 

 هاي عدم رشد بر روي پلیتقطر هاله: 9جدول 
 

 قطر هاله باکتری

Pseudomonas 

aeroginosa 
Ampicillin Tetracycline Chloramphenicol Lactobacillus-

Tachyplesin I 

Blank 

control 

 15.12 13.84 12.54 13.23 15.43 15.99 14.78 15.78 0.83 0.9 

 

 :بحث

و  هاي باکتریایی پپتیدهاي ضد میکروبی براي درمان عفونت
ارآمد بسیار کبوده و با ساختار و عملکردهاي مختلف  متعددقارچی 
طراحی یک پپتید ضد میکروبی با استفاده از  .[89]هستند
عه ها در توس یکی از سریع ترین تکنیک يهاي کامپیوترروش

دید پپتید کاتیونی ترکیبی ج ،شود. در این مطالعه دارو محسوب می
افزارهاي زیست سنجی  با کمک نرم Tachyplesin Iبا استفاده از 

ول رابر سلمیکروبی را در ب فعالیت ضدافزایش د که شطراحی 
 هاي باکتریایی سودوموناس آئروژینوزا نشان داد.
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بررسی تاثیر باکتري پروبیوتیک حاضر مطالعه از هدف 
مهندسی شده روي رشد باکتري  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

یا آ سوال اصلی این بوده کهبود. در واقع  سودوموناس آئروژینوزا
مهندسی شده که پروتئین  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

Tachyplesin I کند قادر است اثر مهاري بر رشد را ترشح می
 .خیر یاداشته باشد  سودوموناس آئروژینوزازاي باکتري بیماري

دست آمده از این پژوهش نشان داد که پروتئین ترشحی ه نتایج ب
Tachyplesin I توسط باکتري پروبیوتیک  تولید شده

هاري بر تواند اثر ممی ،مهندسی شده وفیلوسلاکتوباسیلوس اسید
 بگذارد. سودوموناس آئروژینوزازاي رشد باکتري بیماري

مصرف روي  8930بهفرنیا و همکارش در سال نیایج مطالعه 
که  حاکی از آن بودماست پروبیوتیک در مدت زمان مشخص 

تواند به عنوان یک روش مؤثر هاي پروبیوتیک میمصرف فرآورده
. [89]هبود هالیتوزیس با منشاء دهانی در نظر گرفته شود براي ب

در مشهد روي  9098منش و همکاران در سال در مطالعه جوادي
اسیت در هاي گرم منفی حسپپتید کاتیونی تاناتین براي باکتري

در مطالعه عربستانی و  .[80]د شگزارش  95تا  95/6 هايرقت
رقت حساسیتی براي عصاره  ،در لرستان 9086 همکاران در سال

متانولی و آبی گیاه بن سرخ براي سویه استاندارد استافیلوکوکوس 
و براي سویه استاندارد  99تا  80اورئوس و سویه مقاوم به دارو 

گرم میلی 99تا  80و سویه مقاوم به دارو  سودوموناس آئروژینوزا
 LL-32 و BMAP-27پپتید ترکیبی. [85] دشلیتر گزارش بر میلی

در اردن حساسیت براي  9083 و همکاران در سال تال در مطالعه
 μM 90هاي گرم مثبت از جمله استافیلوکوکوس اورئوسباکتري

پپتید  .[86] دشگزارش  μM 80 سودوموناس آئروژینوزاو براي 
 9003سال  و همکاران در تیاندر مطالعه  CL23 و LH28ترکیبی 
هاي گرم براي هر دو گروه باکتري μMz  9/89حساسیت  ،در چین

و اینتوراسوت در مطالعه . [87]دندکرمثبت و گرم منفی گزارش 
حساسیت پپتید کاتیونی ترکیبی براي  ،9081همکاران در سال 
گزارش  6/08براي باکتري گرم منفی  و 6/66باکتري گرم مثبت 

ورد م لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس. باکتري نوترکیب [81] دش
هاي بیوتیکبررسی در این مطالعه نیز اثري مهاري مشابه آنتی

ودوموناس سزاي سیلین و کلرامفنیکل روي باکتري بیماريآمپی
 نشان داد. آئروژینوزا

 

 :گیرینتیجه

با توجه به نتایج حاصل از تحلیل آماري و همچنین مشاهدات 
توان چنین بیان کرد که ژن میکروسکوپی کشت سلولی، می

Tachyplesin I  پس از بیان شدن درون باکتري پروبیوتیک
را  ، توانایی ترشح به خارج از سلوللاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

ا سودوموناس آئروژینوززاي پیدا کرده و روي رشد باکتري بیماري
 هرزبیان ژن گذارد. در واقع، بر طبق نتایج این پژوهش، اثر می

Tachyplesin I  قادر است  ،لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوسباکتري در
رده را مهار ک سودوموناس آئروژینوزازاي این رشد باکتري بیماري

ین، سیلهایی همچون آمپیبیوتیکو تاثیري شبیه به آنتی
پتید با ترکیب این پتتراسایکلین و کلرامفنیکل داشته باشد. 

عوارض جانبی و مقاومت کاهش  تواند درها میبیوتیکآنتی
نه تري در این زمیهاي دقیقپژوهش. بیوتیکی موثر باشدآنتی

 شود.پیشنهاد می
 

 :تعارض منافع

 هیچ گونه تعارض منافع توسط نویسندگان بیان نشده است.
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Abstract:  
Introduction: 

Probiotics are living micro-organisms whose sufficient consumption causes health-giving effects to 

appear in the host's body. The purpose of this research is to produce the effects of Lactobacillus 

acidophilus probiotic bacteria expressing horseshoe crab Tachyplesin I on the growth of Pseudomonas 

aeruginosa.  

Methods:  

Plasmid pNZ8148-Tachyplesin I containing Tachyplesin I gene was introduced into E.coli by heat shock 

method. The recombinant vector was introduced into Lactobacillus acidophilus bacteria by 

electroporation and screening was done by chloramphenicol antibiotic and PCR. Then, the inhibitory 

effect of the engineered Lactobacillus acidophilus bacteria on the growth of Pseudomonas aeruginosa 

was investigated and compared with antibiotic discs.  

Results:  

Plasmid pNZ8148-Tachyplesin I entry into Lactobacillus acidophilus was confirmed by 

chloramphenicol and PCR. Then it was determined that the engineered bacteria had an inhibitory effect 

on the growth of the pathogenic bacterium Pseudomonas aeruginosa, so that the diameter of the halo of 

non-growth created on Pseudomonas aeruginosa under the influence of the engineered Lactobacillus 

was acceptable. After comparing the halo diameters of ampicillin and chloramphenicol antibiotic discs 

with engineered Lactobacillus and conducting statistical analysis, no significant difference was reported 

in the non-growth halo (pvalue<0.05), but the halo diameter of tetracycline with The aura obtained from 

the engineered lactobacillus had a statistically significant difference.  

Conclusion:  

The presence of Tachyplesin I gene in Lactobacillus acidophilus was confirmed, the halo of lack of 

growth around Pseudomonas aeruginosa indicates that the expression and secretion of Lactobacillus 

Tachyplesin I gene has an antibiotic-like effect on Pseudomonas aeruginosa. 
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