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Abstract 

Background and Aim: Multi-drug resistant (MDR) Acinetobacter baumannii is a prevalent hospital 
pathogen. Antimicrobial peptides (AMPs), such as Oncorhyncin II, have been proposed for treating MDR 
pathogens. This study aimed to assess the antibacterial activity of recombinant protein Oncorhyncin II against 
Acinetobacter baumannii (ATCC19606) under in vitro conditions. 

Methods: In this experimental study, the gene construct pET32a-oncorhyncin II was transferred to 
Escherichia coli BL21 (DE3) for expressing the recombinant Oncorhyncin II protein. Purification was optimized 
using nickel affinity chromatography (Ni-NTA), and the peptide's efficacy was evaluated by determining the 
minimum inhibitory concentration (MIC), bactericidal kinetics, and growth kinetics against Acinetobacter 
baumannii (ATCC19606). 

Results: The recombinant Oncorhyncin II protein was successfully expressed in E. coli BL21 (DE3) and 
purified with over 70% purity. The MIC assay confirmed effective antibacterial activity of Oncorhyncin II against 
Acinetobacter baumannii at a concentration of 95.87 μg/ml. At 2x MIC, Oncorhyncin II led to a rapid reduction 
in viable cell count and decreased turbidity of the bacterial inoculum in bactericidal and growth kinetics 
assessments. 

Conclusion: The produced recombinant Oncorhyncin II exhibited potent antibacterial activity against 
Acinetobacter baumannii. These findings can contribute to the development and production of novel antimicrobial 
drugs for treating infections caused by Acinetobacter baumannii. 
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   دهکیچ
 پپتیدهاي ضد میکروبی. هاي بیمارستانی استترین پاتوژنیکی از شایع )MDR( مقاوم به چند دارو بومانیاسینتوباکتر  ف:هدزمینه و 

)AMPs(  پپتیدمانند Oncorhyncin II هايدر درمان پاتوژن MDR باکتریاییمنظور ارزیابی فعالیت ضد این مطالعه به. اندمعرفی شده 
 .شد انجامدر شرایط آزمایشگاهی  )ATCC19606( اسینتوباکتر بومانی علیه Oncorhyncin II پروتئین نوترکیب

به میزبان  Oncorhyncin II -pET32aسازه ژنی ، Oncorhyncin IIبراي بیان پروتئین نوترکیبدر این مطالعه تجربی،  ها:روش
شد و  سازيبهینه) Ni-NTA( نیکل تمایلیاستفاده از کروماتوگرافی با سازي مراحل خالص. منتقل شد) BL21  )DE3اشرشیاکلیبیان 

 )ATCC19606( اسینتوباکتر بومانی علیه و سنتیک رشد کشیباکتري سنتیک ،)MIC( مهارکنندگی حداقل غلظت اثربخشی پپتید با تعیین
  .گردیدارزیابی 

 70پروتئین مذکور با خلوص بیش از  بیان شد. )E. coli BL21  )DE3دربا موفقیت  Oncorhyncin IIنوترکیب  پروتئین ها:یافته
 μg/ml غلظت در اسینتوباکتر بومانی علیهرا  Oncorhyncin II عملکرد ضد باکتریایی موثر،  MICسنجش .گردید سازيخالصدرصد 

 و کاهش کدورت تلقیح باکتریایی هاي زندهتعداد سلول منجر به کاهش سریع  MIC× 2 غلظت درOncorhyncin II  .تایید کرد 87/95
  .رشد شد سنتیک در مطالعات سنتیک باکتري کشی و

نتایج بنابراین،  .نشان داد اسینتوباکتر بومانی علیهموثري را  باکتریایینوترکیب تولید شده عملکرد ضد  Oncorhyncin II گیري:نتیجه
استفاده  اسینتوباکتر بومانی هاي ناشی ازمیکروبی جدید در درمان عفونت توسعه و تولید داروهاي ضد براي تواندمیحاصل از این مطالعه 

  .شود
 

 اسینتوباکتر بومانی نوترکیب، هايضد میکروبی، پروتئین هايپپتید :هاکلیدواژه
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 مقدمه
یک  ،)Acinetobacter baumannii( اسینتوباکتر بومانی

طلب گرم منفی است که به عنوان یکی  فرصت پاتوژن بیمارستانی
درمانی از آن  از شایع ترین عوامل بیماري زا در مراکز بهداشتی و

 و ونتیلاتور مرتبط با پنومونی ،باکتریمی. ]1 [شودنام برده می
هایی هستند که ممکن عفونت جمله خون از گردش هايعفونت

 میزان توانداسینتوباکتر بومانی رخ دهد که می است توسط
  Eمیکسینپلی .]2،3[ افزایش دهددرصد 92 تا ومیر رامرگ

عفونت هاي ایجاد درمان  در داروهاایج ترین (کولیستین) یکی از ر
-Multidrug)شده به وسیله اسینتوباکتر بومانی مقاوم به چند دارو

resistant) هاي عفونت، بروز و گسترش هاي اخیراست. در سال
هاي درمانی دارو و کاهش گزینه چند به مقاوم بومانی اسینتوباکتر

ها تبدیل گردیده به بزرگترین چالش در درمان این عفونت ،موجود
هاي به طراحی و توسعه ضد میکروبی ملزم، محققان از این رو است.

  اند که یکی از آنها پپتیدهاي ضدمیکروبیشدهجدید 
Antimicrobial Peptides )AMPs ( 4،5[هستند[.  AMP ها

 ،اسیدآمینه 100با کمتر از  ، کاتیونیک،پلی پپتیدهایی آمفی پاتیک
مبارزه  پیشگیري وبخش مهمی از سیستم ایمنی ذاتی میزبان در 

هاي اي از فعالیتطیف گسترده هاAMP. ها هستندبا عفونت
ها و ویروس ها، انگل، قارچهاي پاتوژنباکتري علیهضدمیکروبی را 

ی گرم منفهاي باکتري بدین صورت که در .]6،7[ دهندنشان می
موجود در غشاي خارجی باکتري و ) LPS(به لیپوپلی ساکاریدهاي 

 Teichoic( اسیدهايهاي گرم مثبت به تیکوئیک در باکتري

acids) (TA (دنگردیموگلیکان متصل موجود در لایه پپتید .
ي در غشای که به فراوانی بار منفهمچنین به فسفولیپیدهاي داراي 
 .شوند، نیز توانایی اتصال دارندسیتوپلاسمی باکتري یافت می

AMPصورت موازي در کنار ها پس از تجمع در سطح باکتري به
رفته و در نهایت وارد لایه لیپیدي باکتري شده و یکدیگر قرار گ

 ثباتی در یکپارچگی غشاي سلولیایجاد اختلال و بی باعث
هاي داخل دادن فعالیت هدف قراربا ، همچنین .]8[ گردندمی

 سنتز مهار ،DNAدیواره سلولی، مهار سنتز  سنتز سلولی مانند مهار
هاي آنزیمی از طریق اتصال به اسیدنوکلئیک مهار فعالیت و پروتئین

گسترش  .]9[ دنشومی منجر به لیز و مرگ میکروارگانیسم
ها مقاوم هستند بسیار  AMP میکروارگانیسم هایی که در برابر

 ،ایجاد مقاومتبا توجه به حداقل پتانسیل آنها براي  .دشوار است
 هاAMP تاثیر سریع و سمیت کمتر، ،طیف وسیعی از فعالیت

قوي با ي هابیوتیکعنوان نسل جدیدي از آنتی توانند بهمی
در  هاي رایجبیوتیکبه جاي آنتی ،عملکردهاي ضد میکروبی موثر

 پپتید یکی از این پپتیدهاي ضد میکروبی،. ]10[ شوندنظر گرفته 
Oncorhyncin II  ژنبا توالی  UniProt: P06350که از است 

 Oncorhynchus( کمانآلاي رنگینعصاره اسیدي پوست قزل
mykiss(  پپتید .]9 [است شدهاستخراج Oncorhyncin II  که از

از  مشتق شده است، H1 (کربوکسیل) پروتئین هیستون C انتهاي

وزن مولکولی  باپاتیک و آلفا هلیکال نظر ساختاري کاتیونی، آمفی
شان داده  ن. مطالعات اسید آمینه است 69 و دارايکیلو دالتون  2/7

ها، از طریق  AMPسایرکه پپتیدهاي مشتق از هیستون نیز مانند 
روي غشاء  منفی بار با هايمولکول الکترواستاتیک با کنش برهم

باکتري هاي گرم مثبت و گرم  غشاءمی توانند اثر مخربی بر انواع 
فعالیت لذا هدف از این مطالعه، ارزیابی  .]9،11[ منفی داشته باشند

 علیه Oncorhyncin IIپروتئین نوترکیب  باکتریاییضد
 بود. در شرایط آزمایشگاهی) ATCC19606( اسینتوباکتر بومانی

 
 هاروش

 ، Eمیکسیناز پلی )experimentalتجربی ( در این مطالعه
 )، نوترینت آگارتهیه شده از شرکت آلدریچ (امریکا سیلینآمپی

)NA(نوترینت براث ، )NB(مولر هینتون آگار ، )MHA( مولر ،
، نمک آلمان)( مرك از شرکت تهیه شده )MHB( براث هینتون

وکیت  (امریکا) تهیه شده از شرکت سیگما سدیم رزازورین
تهیه شده از شرکت  )Ni-NTA( نیکل سازي پروتئین رزینخالص
 استفاده شد.) آمریکا( کیاژن

 سویه باکتریایی
پروتئین نوترکیب  باکتریاییفعالیت ضد  در این مطالعه  تجربی

Oncorhyncin II اسینتوباکتر بومانیگرم منفی  علیه باکتري 
)ATCC19606( اشرشیاکلیباکتري  ارزیابی شد. همچنین از 
)Escherichia coli( سویه  (DE3) BL21 عنوان میزبان براي به

 .گردیداستفاده  بیان پروتئین نوترکیب
 Oncorhyncin IIسازي پروتئین نوترکیب بیان و خالص

 :Oncorhyncin II(UniProtپروتئینابتدا توالی آمینواسیدي 

P06350) از سایت  uniprotهاي سایتسپس از  .شد بررسی
و  توالی پروتئین به اسید نوکلئیکبیوانفورماتیکی براي تبدیل 

که میزبان اشرشیاکلیاپتیمایز کردن بر اساس تمایل کدونی باکتري 
اساس مطالعات  برهمچنین  .گردیدبیان کننده آن است، استفاده 

 تجربی و آزمایشگاهی، جهت بیان ژنی مناسب، وکتور بیانی
pET32a ،براي تولید پروتئین نوترکیب انتخاب شد. طبق سفارش 

از   pET32a-Oncorhyncin II (UniProt: P06350)یژن سازه
براي انتقال پلاسمید نوترکیب  .شد تهیه (کانادا) شرکت بیوماتیک
 هاي مستعدابتدا سلول E. coli BL21 (DE3) به سلول میزبان

(Competent cell) E.coli. BL21 (DE3) روش کلسیم  به
سازه ژنی  شد. کلراید جهت پذیرش پلاسمید نوترکیب تهیه

pET32a-Oncorhyncin II  هايدر سلولطبق پروتکل استاندارد 
سوسپانسیون  ].12[قرار داده شد   E.coli BL21(DE3) مستعد
سیلین بیوتیک آمپیمحیط انتخابی نوترینت آگار حاوي آنتی درفوق 

هدف  که حامل توالی ژنترنسفورم شده هاي سلول کشت شد و
Oncorhyncin II 13 [طبق پروتکل استاندارد تولید شد ،ندبود ,

-pET32aکلنی نوترکیب حامل سازه  2در ادامه  .]14
Oncorhyncin II رشد کرده  سیلینبه همراه آمپی که روي پلیت
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سیلین در دماي محیط نوترینت براث داراي آمپی لیترمیلی 2بود، در 
میکرولیتر از تلقیح  300روز بعد،  گراد انکوبه شد.درجه سانتی 37

داراي  )X 5/1( محیط نوترینت براث لیترمیلی 200باکتریایی به 
لیتر اضافه شد و در میکروگرم بر میلی 100سیلین با غلظت آمپی
. درجه سانتی گراد انکوبه گردید 37دور در دقیقه در دماي  220

 200رسید، ~ 6/0نانومتر به 600 هنگامی که تراکم سلولی در
مولار میلی IPTG (1( گالاکتوزیداز-β-Dرولیتر ایزوپروپیل تیومیک

ساعت  4ها پس از سلول .براي القاي بیان پروتئین اضافه شد
دقیقه  20مدت به 5000انکوباسیون توسط سانتریفیوژ با دور 

انتقال پروتئین حاصل به ژل الکتروفورز سدیم . آوري شدندجمع
 Sodium Dodecyl)درصد12 پلی آکریل آمید-دودسیل سولفات

Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)  نتایج
پروتئین نوترکیب تولید شده با استفاده از  القایی را تایید کرد.

و شرایط دناتوره اوره  )Ni-NTA( رزین آگارز تمایلیکروماتوگرافی 
کیفیت پروتئین تخلیص شده با . ]15[مولار خالص سازي شد  8

و کمیت آن با ) SDS-PAGE( استفاده از الکتروفورز عمودي
 .]16[ شدنانومتر بررسی  280موج دستگاه اسپکتروفتومتر در طول

 سازي تاکردن مجدد پروتئین نوترکیببهینه
Oncorhyncin II 

ها را از بین خوردگی فعال پروتئینکه اوره چین از آنجایی
روش دیالیز براي بازیابی  ،آناز بین بردن  براي بنابراین ،بردمی

. با در نظر گرفتن این موضوع، بافر فسفات شد مجدد پپتید انجام
 هاياسیدآمینه ) همراه باPhosphate buffered saline( سالین
هرکدام با  گلایسین سیستئین و سیستین، ،پرولین -ال ،آرژنین

 9، 5/8، 7، 5/6، 5 هاي مختلفpH و دامنه مولار  1/0غلظت 
درجه  4دیالیز در دماي  .]17[ استفاده گردید براي فرایند دیالیز

براي بهبود اثربخشی . ساعت انجام شد 24مدت گراد بهسانتی
در نهایت پروتئین  گردید.ساعت یکبار تعویض  3هر   PBSدیالیز،

آزمایشات بعدي  برايدرجه سانتیگراد  4دیالیز شده در دماي 
در داخل کیسه نوترکیب تا شده  پروتئین غلظت نگهداري شد.

 10دیالیز، توسط یک فیلتر سانتریفیوژ آمیکون با اندازه منافذ 
 .]19, 18[ کیلودالتون افزایش یافت

 پروتئین نوترکیب باکتریاییسنجش فعالیت ضد 
Oncorhyncin II 

 MIC) (Minimum( یحداقل غلظت مهارکنندگ

Inhibitory Concentration (اسینتوباکتر بومانی علیه 
)ATCC19606( به روش میکروبراث دایلوشن بر اساس 

 یآزمایشگاههاي مؤسسه استانداردهاي بالینی و دستورالعمل
MO7-A10  )Clinical and Laboratory Standards  

Institute) (CLSI (هاي کلنی. ]20،21 [گیري شداندازه
در محیط مولرهینتون براث  (ATCC19606) اسینتوباکتر بومانی

نانومتر به  600شدند و تا زمانی که چگالی نوري کشت در  کشت
درجه سانتیگراد  37برسد در دماي لیتر) سلول در میلی 1× 810( 1/0

با استفاده از مولر هینتون  باکتري سپس سوسپانسیون نگهداري شد.

سلول  1× 610ها به رقیق شد تا تعداد سلول 100:1به نسبت  براث
مولر هینتون میکرولیتر از محیط کشت  50ابتدا  در میلی لیتر برسد.

 از خانه اي 96ت میکروپلی هاي) به تمام چاهکx 2( براث استریل
میکرولیتر از پروتئین نوترکیب  50سپس ریخته شد. 10تا  1شماره 

در چاهک اول ریخته شد و تا  Oncorhyncin II تغلیظ شده
میکرولیتر از  50و  رقیق سازي انجام گرفت 10چاهک  شماره 
میکرولیتر  50 در انتها. دور ریخته شد 10چاهک شماره 

. اضافه شد 10تا  1هاي شماره به چاهک سوسپانسیون باکتري
میکرولیتر از محیط کشت مولر هینتون براث  100علاوه بر آن، 

میکرولیتر  100عنوان کنترل منفی و به 11استریل به چاهک شماره 
عنوان کنترل مثبت به 12از سوسپانسیون باکتري به چاهک شماره 

درجه  37ساعت انکوباسیون در دماي  24پس از  اضافه گردید.
به هر ) w/v(درصد  02/0 میکرو لیتر رنگ رزازورین 20سانتیگراد، 

گردید ساعت دیگر انکوبه  2ها به مدت چاهک اضافه شد و پلیت
 عنوان مقدارغلظت هر گروه تیمار در آخرین چاهک آبی رنگ، به و

MIC   همچنین حداقل غلظت بازدارنده  .]22[در نظر گرفته شد
به روش میکروبراث  اسینتوباکتر بومانیعلیه  Eمیکسین پلی

براي ارزیابی حداقل  .]20[ تعیین شد CLSI دایلوشن مطابق با
 MBC) (Minimum Bactericidal( کشیغلظت باکتري

Concentration،( 100 محتواي چاهک آبی  از میکرولیتر
هایی با میکروپلیت مربوط به حداقل غلظت مهارکنندگی و چاهک

به در محیط مولر هینتون آگار  میکروبی،غلظت بالاتر ترکیب ضد
کمترین  کشت شدند. درجه سانتیگراد 37ساعت در دماي  24 مدت

از یک ارگانیسم خاص را  ٪9/99که  غلظت ترکیب ضدمیکروبی
کشی ثبت شد. فعالیت قل غلظت باکتريحداکشد به عنوان می

 تعریف شد MIC بر تقسیمMBC  کشی بر اساس نسبتباکتري
 MBC/MIC= 16یا4باکتریواستاتیک،  MBC/MIC= 2یا1(

 .]23،24[) باکتري کش
 Oncorhyncin II  کشی پروتئین نوترکیبسنتیک باکتري

توسط  بومانی اسینتوباکترتعیین زمان مرگ باکتري  براي
Oncorhyncin II، افزارنرمی کشتن در زمان با استفاده از منحن 
تلقیح  اولیه بدین صورت که  ترسیم گردید. 9 گراف پد پریزم نسخه

سلول در میلی لیتر)  1× 810(  1/0 از کشت باکتري با چگالی نوري
هاي جداگانه به میکروتیوپ .شدرقیق 1:100تهیه و سپس به نسبت 

از پروتئین  MICبرابر  2 غلظت حاوي باکتري مورد مطالعه،
میکرولیتر  100 تولید شده اضافه شد.  Oncorhyncin IIنوترکیب

محیط  رويساعت  20و  11، 7، 5، 3، 1، 5/0، 0ها در نمونه از
 37پس از انکوباسیون در دماي  و شدند کشتمولر هینتون آگار 

همچنین از هاي هر پلیت شمارش گردید. کلنی ،درجه سانتیگراد
هیچگونه افزودنی به عنوان کنترل منفی و  کشت باکتري بدون

لیتر) میکروگرم در میلی E )1 کشت باکتري همراه با پلی میکسین
مرتبه تکرار  3آزمون  .]25[ عنوان کنترل مثبت استفاده گردید به

براي اینکه فعالیت ضدباکتریایی در نظر گرفته شود، باید در . شد
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  .کاهش یابد ≤ log 1 10 يباکترمقایسه با تلقیح اصلی، میزان 
  Oncorhyncin II  سنتیک رشد پروتئین نوترکیب
تولید  II  Oncorhyncin براي تعیین اثر پروتئین نوترکیب

از روش  اسینتوباکتربومانی،ي باکتربر روي الگوي رشدي ه شد
مذکور در مقایسه با  يباکترمقایسه منحنی رشد این ماده علیه 

 استفادهمیکروبی، ي باکتریایی تیمار نشده با هیچ عامل ضدهاسلول
 نانومتر 600در  6/0کدورت  باکشت باکتري بدین صورت که  شد.

تا غلظت سلولی به  گردیدمحیط مولر هینتون براث رقیق  تهیه و با
 برسد. لیتر)سلول در میلی 1× 810( نانومتر 600در  1/0

سوسپانسیون تهیه شده در لوله هاي جداگانه ریخته و به هر لوله 
اضافه   Oncorhyncin IIپروتئین نوترکیباز  MICبرابر  2 غلظت
ساعت، کدورت  20و  11، 7، 5،3، 1، 0در فواصل زمانی  گردید.

نانومتر  600در  استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتربا کشت باکتري 
 افزارنرمو بر اساس آن منحنی رشد با استفاده از  اندازه گیري شد

 E همچنین از پلی میکسین .ترسیم گردید 9گراف پد پریزم نسخه
عنوان کنترل مثبت و باکتري تیمار نشده گرم در میلی لیتر) به 1(

  مرتبه 3 نیز آزموناین  .]13[ داستفاده شمنفی  به عنوان کنترل
   تکرار گردید.

 آماري محاسبات
way-One ( طرفهیکبا استفاده از تحلیل واریانس  هاداده

ANOVA( نتایج با .مقایسه شدند value-P  از نظر  05/0کمتر از
هاي آماري با وتحلیلجزیه. تدار در نظر گرفته شدآماري معنی

 .انجام شد 9افزار گراف پد پریزم نسخه استفاده از نرم
 

 نتایج
مجدد پروتئین سازي تا کردن سازي و بهینهبیان، خالص

 در اشرشیاکلیOncorhyncin II  نوترکیب
، ترکیب آمینواسیدهاي PBS توجه به یافته هاي دیالیز در با
 5/8  برابر pH مولارو  1/0هرکدام با غلظت  پرولین-و ال آرژنین

حاصل پس از تغلیظ با  حداکثر کارایی پروتئین را داشت. پروتئین
کیلودالتون،  10استفاده فیلتر سانتریفیوژ آمیکون با اندازه منافذ 

-SDSدر ژل  داشت. حضور باندهاي خاص µg/ml 767غلظت 
PAGE نشان داد که پروتئین هدف Oncorhyncin II )28  کیلو

 .)1دالتون) به طور موثر بیان شده است (شکل 

 
 SDSبر روي ژل  Oncorhyncin IIنتایج حاصل از تخلیص، دیالیز و تغلیظ پروتئین نوترکیب  .1شکل 
 D1 و C1 : تخلیص پروتئین نوترکیب در فازهاي3و  2چاهک ، لودالتونیک 250تا  10رنگی : مارکر پروتئینی1چاهک 

 تغلیظ پروتئین نوترکیب :5چاهک ، : دیالیز پروتئین نوترکیب4چاهک 
 

 پروتئین نوترکیب باکتریاییسنجش فعالیت ضد
Oncorhyncin II  

 MBCو  MICمقدار  است، آمده 2طور که در شکل همان
 علیه اسینتوباکتر بومانی Oncorhyncin II براي پروتئین نوترکیب

(ATCC19606)  به ترتیبμg/ml87/95 و μg/ml 5/383 
 μg/ml نیز  E پلی میکسین MICبدست آمد. همچنین  مقدار ˃
 MBC/MIC <4و نسبت   MBCنتایجاساس  بر. بود 5/0

 دارد. کشیباکتري اثر  Oncorhyncin IIمشخص شد که 
 

 
 .Aبر روي باکتري Oncorhyncin II نوترکیب  ) براي پروتئینMICنتایج حاصل از آزمون حداقل غلظت مهارکنندگی ( .2شکل 

baumannii )ATCC19606 ( اعداد ذکر شده برحسب)μg/ml( 



 و همکاران صفري / 38

 1403 فروردین و اردیبهشت، 1 ، شماره28 دوره              علوم پزشکی فیضمجله 

 Oncorhyncin II  کشی پروتئین نوترکیبسنتیک باکتري
اسینتوباکتر بومانی در  علیه کشیباکتري هاي سنتیکیافته

 از نظر تغییرات در  Oncorhyncin IIاز MICبرابر  2 غلظت
CFU/mL10 log ارائه شده است.  1 هاي زنده در نمودارسلول

Oncorhyncin II کاهش در  5 باعث بیش از CFU/mL10 log 
ساعت شد. همچنین  20ساعت و مرگ سلولی طی  11طی 

 ساعت 11پس از  خود، MICاز  برابر 2 غلظت در Eمیکسین پلی
CFU/mL10 log توجهی کاهش داد و در طول زمان تغییر قابل را

وتحلیل آماري و مقایسه ها ایجاد نکرد. تجزیهدر تعداد کلنی
تفاوت  Oncorhyncin II و E میکسینمیانگین بین پلی

 ).1(جدول  نشان نداد را داريمعنی
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نوترکیب  از پروتئینMIC  برابر 2در غلظت ) A. baumannii )ATCC19606باکتري علیه کشی نتایج سنتیک باکتري .1نمودار 

Oncorhyncin II .میکسین پلی دهندههاي باز نشاندهنده کنترل، مربعهاي باز نشانمثلث E)μg/ml 1دهندههاي پر نشان)، دایرهOncorhyncin II  
)μg/ml74/191( 

 
 گروه ها CFU/mL10 log تغییرات درمیانگین  مقایسه براي یکطرفه واریانس نتایج .1 جدول

 Pمقدار                      Fمتغیر                            مجموع مربعات              درجه آزادي            میانگین مربعات                 
10 log                  0009/0                  998/9                    965/6                         2                       93/13تعداد سلول 

 Oncorhyncin II  سنتیک رشد پروتئین نوترکیب
نشان داده شده است،  2 در نمودارهمانطور که 
Oncorhyncin II  کدورت کشت سلولی اسینتوباکتر بومانی را تا

 علاوه بر این، پلی میکسین ساعت کاهش داد. 5درصد پس از 95

E  از  برابر 2 در غلظتMIC  خود باعث کاهش کدورت سلولی
نتایج تحلیل واریانس یکطرفه نشان داد  گردید.ساعت  11پس از 

هاي مورد آزمایش از نظر آماري تفاوت بین تمام گروهکه 
 .)2(جدول  )˂05/0P( وجود داشت يدارمعنی
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از پروتئین نوترکیب MIC  برابر 2در غلظت  A. baumannii (ATCC19606)باکتري  علیهنتایج سنتیک رشد  .2نمودار 

Oncorhyncin II 
 )μg/ml74/191( Oncorhyncin II دهندههاي پر نشان)، دایرهE )μg/ml 1میکسین پلی  دهندههاي باز نشاندهنده کنترل، مربعهاي باز نشانمثلث
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 هاگروهکدورت سلولی  تغییرات درمیانگین  مقایسه براي طرفهیک واریانس نتایج .2 جدول
 Pمقدار                                F             میانگین مربعات                 مجموع مربعات              درجه آزادي                               متغیر

 001/0                           30/10                       2684/0                            2                      5367/0                 کدورت سلولی

 بحث
پپتیدهاي ضد میکروبی یک کلاس جدید امیدوارکننده از 

هاي ضد باکتریایی عوامل درمانی مشتق شده طبیعی با فعالیت
براي  احتمالیهاي توانند به عنوان جایگزینهستند که میگسترده 

 AMPs هاي تجاري مورد توجه قرار گیرند.بیوتیکآنتی
 .]26[ اسید آمینه هستند 100پپتیدهایی کاتیونی با کمتر از پلی

AMP در غشاي خارجی  لیپوپلی ساکارید هاي کاتیونی با
کنند تا تأثیر مستقیمی بر هاي گرم منفی برهم کنش میباکتري

بی ثباتی ساختار غشاي باکتري ناشی  .غشاي باکتري داشته باشند
ها را ها امکان جذب درون سلولی آنتی بیوتیک AMPاز اتصال 
قوي  هايAMPیکی از   Oncorhyncin II.]27 [کندفراهم می

در این مطالعه  .]9[ با دامنه فعالیت هاي ضد میکروبی متنوع است
براي اولین بار فعالیت ضدمیکروبی پروتئین نوترکیب 

Oncorhyncin II اسینتوباکتر بومانی علیه )ATCC19606(  در
مورد ارزیابی قرار گرفت تا چشم اندازي جهت  آزمایشگاهیشرایط 

کشف درمان هاي جایگزین علیه اسینتوباکتر بومانی مقاوم به چند 
  Oncorhyncin II دارو باشد. در مطالعه حاضر، پروتئین نوترکیب

به عنوان  BL21 زیرگونه  E. coli DE3باکتريبه طور موثر در 
نوترکیب سنتز شده در این سویه میزبان بیان تولید شد. پروتئین 

شود زیرا این سویه فاقد پروتئازهاي متصل به غشاء تجزیه نمی
سازي، پروتئین نوترکیب با لصدر ادامه مراحل خا .]28[ است

نیکل به  تمایلیدرصد از طریق کروماتوگرافی  70خلوص بیش از 
لازم به ذکر است که استفاده از فناوري نوترکیب  .]29[ دست آمد

ها داراي اشکالاتی مانند کاهش فعالیت آنها براي تولید این پروتئین
رفتن ساختار طبیعی پروتئین در طول فرآیندهاي  به دلیل از بین

براي حل این مشکل، ساختار پروتئین . تولید و خالص سازي است
باید پس از مرحله خالص سازي با استفاده از فرآیند دیالیز و حذف 
عواملی مانند اوره، مجدد تا شود تا عملکرد پروتئین افزایش یابد. 

پروتئین  باکتریاییفعالیت ضد ها بر روي در مطالعه حاضر، آزمایش
نشان داد که تا شدن مجدد در بافر   Oncorhyncin II نوترکیب

و همچنین افزودن اسیدآمینه هاي  5/8برابر  pH فسفات سالین با
مولار)، منجر به تولید  1/0(هر کدام با غلظت  پرولین -آرژنین و ال

تایید شده ز نیشد که در مطالعات قبلی تر فعالمثبت و هاي پروتئین
پرولین با اتصال به سطح آبگریز پروتئین باعث -ال .]13،16[ است

پایداري و جلوگیري از تداخل و در نهایت تسهیل تا زدن مجدد 
گردد. آرژنین از طریق برهمکنش با سطح آبدوست ها میپروتئین

پپتید به حفظ شکل محلول پروتئینی و جلوگیري از رسوب و تجمع 
 این است که تا کردن مجددنکته مهم  کند.پروتئین ها کمک می

با نقطه ایزوالکتریک آن همبستگی مستقیم  پپتیدهاي ضد میکروبی
به  پرولین -ال آرژنین و بنابراین، وجود اسیدهاي آمینه. دارد

 . ]30[ بهینه خود تا شود pH دهد تا با دقت درپروتئین اجازه می
کشی و سنتیک بررسی سنتیک باکتري ،MICنتایج  دییتأبراي 

نوترکیب  نیپروتئاز  MIC برابر 2رشد، با اعمال غلظت 
Oncorhyncin II  اسینتوباکتربومانی يباکترعلیه 

)ATCC19606(  تست با  3صورت گرفت که نتایج حاصل از هر
ی داشت. پروتئین مذکور، داراي اثر ضد باکتریایی خوانهمیکدیگر 

در مقایسه با  بود واسینتوباکتر بومانی بالقوه موثري علیه 
 مورد يباکترکنترل در برابر  کیوتیبیآنت عنوان به Eمیکسین پلی

 ترکوتاهي را در زمان ترتوجهقابلی کشيباکترما، پتانسیل  مطالعه
پپتیدهاي  وها تحقیقات متعدد ثابت کرده که پروتئیننشان داد. 

 هاي پاتوژناي از باکتريردهمشتق از هیستون در برابر طیف گست
ویبریو و آئروموناس  هاي خاصی از جنسمهم ماهی، از جمله گونه

(مانند ویبریو آنگیلاروم، ویبریو آلژینولیتیکوس، آئروموناس 
 .]11،31،32[ آئروموناس سالمونیسیدا) مؤثر هستند هیدروفیلا،

Robinette  هاي پروتئین ضدباکتریایی به نام 3و همکاران
HLP-1،HLP-2 وHLP-3 ترین پروتئین مرتبط با فراوان که را

 ،ماهی جداسازي کردندهاي اسیدي گربهاز عصاره ،هیستون بودند
به ترتیب شباهت زیادي به  HLP-2 و HLP-1 طی مطالعه آنها

کمان داشت. آلاي رنگینقزل جدا شده از  H1و H2B هايهیستون
هاي اي از فعالیت را در برابر باکتريها طیف گستردهاین پروتئین

 هاي آبیپکزاي ماهی (ویبریو و آئروموناس)، کبیماري
هاي بافتی نشان در غلظت (آمیلواودینوم) ها(ساپرولگنیا) و انگل

نشان دادند نیز و همکاران  Fernandes. ]11[ دادند
، به دست آمده از H1 مشتق از هیستون  Oncorhyncin IIکه

هاي برابر باکتريترشح پوست ماهی قزل آلاي رنگین کمان، در 
 µM MIC ویبریو آنگیلاروم) با اشرشیاکلی و گرم منفی (مانند

و  Jacobsenاي که توسط مطالعه در .]9[ فعال است 8/0 -4/0
همکاران بر روي باکتري هاي جداشده از زخم هاي سوختگی انجام 

کروبی در برابر سویه داراي فعالیت ضد می H1.2 شد، هیستون
مرجع سودوموناس آئروژینوزا بود. همچنین در بررسی فعالیت 

هاي قرمز کمترین آسیب را به گلبول H1.2همولیتیک، هیستون 
درصد). آنها تایید کردند که اختلال در 2انسانی نشان داد (متوسط 

وابسته به غلظت  H1.2دیواره سلولی باکتري ناشی از هیستون 
تواند در درمان می  H1.2هیستون  پپتید می باشد. طی نتایج آنها

هاي شناخته بیوتیکعفونت زخم به عنوان جایگزین یا مکمل آنتی
و همکاران، هویت دو  Nogaدر مطالعه  .]33[ شده استفاده گردد

از ماهی شناسایی  H1 و H2Bهاي پروتئین شبه هیستون به نام
بیشترین اثر بازدارنده را بر آئروموناس  H2B پروتئین شبه شد.

هیدروفیلا و ساپرولگنیا که پاتوژن باکتریایی و قارچی مهم ماهی 
در بررسی دیگري مشخص گردید که هیستون   .]34[ داشت ،بودند
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اقیانوس اطلس فعالیت ي آلااستخراج شده از بیضه نابالغ ماهی قزل
توجهی را علیه سودوموناس پوتیدا و استافیلوکوکوس مهاري قابل

. با افزایش غلظت هیستون، مهار بهبود یافت اورئوس داشت و
پانسیون سوس چگالی نوري همچنین در مطالعات سینتیکی مقدار

باکتري استافیلوکوکوس اورئوس با هیستون استخراج شده در 
مقایسه با سوسپانسیون باکتري بدون هیستون بسیار کندتر افزایش 

در درمان  نوترکیب Oncorhyncin II بررسی اثر .]35[یافت 
 سیلینپوستی استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی يهاعفونت

)MRSA( که نشان داد ،توسط جعفري و همکاران 
Oncorhyncin II، آلوده به  يهازخم موش ي دربهبود چشمگیر

نتایج بدست آمده  .]12[ ایجاد کرد MRSA عفونت موضعی توسط
رسد با به نظر میاز مطالعه حاضر با مطالعات قبلی منطبق بود. 

 تحقیقات بیشتر انجامو ، مطالعهاین  آمده ازدستعنایت به نتایج به
به عنوان آنتی بیوتیک جدید،  نوترکیب  Oncorhyncin IIاز  بتوان

هاي شناخته شده براي بیوتیکعنوان مکمل آنتیبه تنهایی یا به
هاي مقاوم به دارو ناشی از اسینتوباکتر کنترل و درمان عفونت

  بومانی مورد استفاده قرار گیرد.
 

 گیرينتیجه
 ،حداقل غلظت مهارکنندگی هايهاي حاصل از آزمونیافته

در این پژوهش نشان داد که  و سنتیک رشد، سنتیک باکتري کشی
به طور بالقوه داراي اثر ضد  Oncorhyncin IIپروتئین نوترکیب 

 اسینتوباکتر بومانیباکتریایی قوي و سریع بر روي باکتري 
)ATCC19606(، مقایسه با آنتی بیوتیک پلی میکسین  درE ،

  است.
 

برگرفته از رساله دکتري  مطالعهاین  تشکر و قدردانی:
 دانشکده علوم پایه، تخصصی نویسنده اول در گروه میکروبیولوژي،

. است )162491899(کد پایان نامه دانشگاه آزاد واحد تهران شمال
از همکاري دانشگاه علوم پزشکی اراك و پرسنل محترم نویسندگان 

تشکر و  ،آزمایشگاه تحقیقاتی میکروبیولوژي در انجام این پژوهش
 نمایند.میقدردانی 

 
همه نویسندگان در نگارش اولیه مقاله  :نقش نویسندگان

یا بازنگري آن سهیم بودند و همه با تایید نهایی مقاله حاضر، 
 .پذیرندمسئولیت دقت و صحت مطالب مندرج در آن را می
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