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 مقدمه
آمينو  111تر از  کم يهاي پپتيد يپل ،يضد ميکروب يپپتيدها

 يضاد ميکروبا   يهاا  از فعاليت يوسيع فيکه ط باشند ياسيد م

را مورد هدف قرار  يميکروب يعمدتاً غشاها ها ديپپت نيدارند. ا

ها، باه عناوان    قابليت کاربرد آن ي واسطه در نتيجه به دهند، يم

دسته  کي[. 2،1] روند يمنسل جديد به شمار  يها بيوتيک يآنت

 ها به سه گروه آلفاا  ها هستند. ديفنسين نيفنسيد دهايپپت نياز ا

(α)بتا ، (ß) و تتا (ø) يها يکا  ديفنسين [. بتا3] شوند يتقسيم م 

هاا   و رونوشت آن باشند ياين خانواده م يترين اعضا از بزرگ

 شاود  يو گياهان يافت ما  مهرگان يداران، ب از مهره يدر بسيار

 يسيستئين دارند که بارا  ي ها شش ريشه تر ديفنسين [. بيش4]

نسبت  يينيست اما مقاومت بالا يضرور يفعاليت ضد ميکروب

هاا در   [. ديفنساين 5] کنناد  يرا ايجاد م يبه پروتئوليز باکترياي

که در دفاا  ميزباان بار     باشند يفراوان م يهاي ها و بافت سلول
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هاا و   [. لوکوسيت1] باشند يدرگير م يميکروب يها ضد عفونت

هستند کاه   يهاي عمده انوا  سلول تليال ياپ يمخاط يها سلول

 [.4] کنند يها را توليد م ديفنسين

توسااعه تجاااري پپتياادهاي ضااد ميکروبااي در   بررسااي

تاوان از داروهااي    دهاد کاه ماي    کشورهاي مختلف نشان ماي 

رمان موارد مختلاف  پپتيدي در مراحل مختلف درمان و براي د

ابتلا به عفونت مانند زخم پاي بيماران ديابتي، جوش صورت، 

  عفونت غشاي مخاطي، ورم لثه يا مننژيت به صورت موضعي،

 دهد ي[. مطالعات نشان م6] سيستميک استفاده کرد ياخوراکي 

بادن در   عاات يدر پلاساما، خاون و ما   هاا  نيفنسيکه غلظت د

 تيااو اهم اباادي يماا شيافاازا يياياابااا عفوناات باکتر مااارانيب

در  .کناد  يرا در عفونت مشخص ما  ها نيفنسيد يکاليولوژيزيف

 ،يمنا يا ميو تنظا  زباان يدفاا  م  يبار رو  هاا  نيفنسيکنار اثر د

. باه عباارت   کنناد  يما  فايدر بهبود زخم ا ينقش مهم نينچ هم

و  هاا  روسيا ، وهاا  يفعال کردن باکتر ريبا غ ها نيفنسيد گريد

 [.7] گردنااد يزخاام ماا يدر بهبااود عيتساارمخمرهااا، باعاا  

متعدد مانند مهاجرت سالول   يسلول يندهايدر فرا ها نيفنسيد

 باود در به يو به عناوان عاامل   کنند يشرکت م يسلول ريتکث اي

مشات    ياناد. فاکتورهاا   شده فيزخم پوست پستانداران توص

باعاا   کاارو يضااد م يدهايااو پپت هااا تينوساايشااده از کرات

مهاااجرت  شاابرديو پ نياتااوکرا يهااا هورمااون کاااتيتحر

 زانيا . کااهش در م شاوند  يو سانتز کالاژن ما    ها تينوسيکرات

 شيها با افزا تينوسيمشت  شده از کرات کرو يضد م يدهايپپت

 يدهايا نمونه کااهش در پپت  يراه است. برا هم فونتع سکير

خطار در   شيافازا  يبارا  يحيتوضا  تواناد  يما  کارو  يضد م

 [.7] باشاد  يساوختگ  مااران يپزودومونااس در ب  يهاا  عفونت

 ها بيوتيک يتر از آنت ضد ميکرو  چندين مزيت بيش يدهايپپت

ضاد   يپپتيدها ياختصاص يها مکانيسم ي به واسطه -1دارند: 

 -2. ديا آ يها به وجود م در برابر آن يتر کم ومتميکرو ، مقا

را ماورد   هاا  کرو ياز م يعيضد ميکرو  طيف وس يپپتيدها

ضاد ميکارو ، در    يفعاليت پپتيادها  -3. دهند يهدف قرار م

 يامکاان سانتز شايمياي    -4. گيارد  يمولار انجام ما  غلظت نانو

 ي تغييار يافتاه   يضد ميکرو  با ويژگا  يپپتيدها يها آنالوگ

[. 6] سلول يوکاريوت وجود دارد يو کاهش سميت برا يتزيس

 نيفنسا يد بتاا  يکروبا يضاد م  تيخاصا  عيوس فيبا توجه به ط

باا    ،يا تحق نيا ها، ا نيفنسيد ريبا سا سهيگاو در مقا لينوتروف

ژن  انيا و ب يسااز  کادون، همساانه   يساز نهيبه ،يهدف طراح

BNBD2 در ناقل +()pET-32a آن  يميخواص ترم يو بررس

باا   ياي دارو ديا پپت کيا  ديا جهات تول  يصورت گرفت تا گام

 .برداشته شود يکروبيو ضد م يميترم تيخاص
 

 ها‌مواد و روش
اساتفاده   يهاا  يباکتر

 يانيا و ب يسااز  همساانه  يشاگاه يآزما يهاا  هيشده شامل سو

و   BL21 (DE3)و DH5α يها با نام بيبه ترت  E.coliيباکتر

 انيو ب يساز جهت همسانه(+)pET-32a  و pGH يدهايپلاسم

 يهاا  طياز محا  مورد استفاده قرار گرفتند. بيژن هدف به ترت

 E.coli يجهت رشد بااکتر  ردارو آگا عيما يبرتان ايکشت لور

از  ،يبه منظور غربالگر نيليس يآمپ کيوتيب ي. آنتدياستفاده گرد

 و BamHI محدودالاثر يها ميشد. آنز يداريخر گمايشرکت س

HindIII و RNase H    ميو آناز  ناژنياز شارکت سا  DNA 

T4يملکاول  يهاا  شادند. روش  هيا از شرکت تاکاارا ته  گاز،يل 

اساتاندارد   يهاا  بر اسااس روش  هشپژو نياستفاده شده در ا

 [.8] باشد يم

BNBD2

– BNBD2: Bovine neutrophil β 2ديفنسااين  بتااا ژن

(defensin 2)   باا   يپپتياد  ي کنناده  جفت باز، کد 121با طول

سيستئين با ساه باناد    ي ريشه 6 ي آمينو اسيد در بردارنده 41

و  14-49، 7-36 يها ما بين ريشه يدرون مولکول سولفيد يد

 NCBIيژن از بانااک اطلاعااات ي. تااوالباشااد يماا 37-19

Ensemble, با شماره(P 46160.1)  يتحق نيگرفته شد. در ا  

مورد نظر  يشباهت توال زانيم Clustalw افزار با استفاده از نرم

 يها نيفنسيد ريو سا يانسان يها نيفنسيد يدينواسيآم يبا توال

و بياان   يساز . به منظور همسانهديگرد سهيموجود در گاو مقا

بار  BNBD2  ژن هدف ي، توالE.coli يدر باکتر BNBD2 ژن

مورد استفاده  يحيترج يها آمينواسيد آن و کدون ياساس توال
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 يهااا و بااا در نظاار گاارفتن جايگاااه   E.coli يدر باااکتر

 ديا گرد يطراحا  BamHI/HindIII يهاا  آنزيم ي کننده محدود

، E.coli ،agg ،aga ماورد اساتفاده در   يهاا  ترين کادون  )بيش

cga،cgg   آرژناين،   يباراata وساين، ايزول ي، بارا cta ي، بارا 

باشاد(.   يپارولين ما   ي، بارا ccc گليسين و ي، براggaلوسين، 

کاادون  يساااز نااهيجهاات به مااورد اسااتفاده يافزارهااا ناارم

 E.coli rare codon و  Optimizer, Genescriptشااامل

analyzer2 ماورد نظار از    ديا باشند. جهت جادا کاردن پپت   يم

صاورت   باه جايگاه شکافت فرميک اسايد   ب،ينوترک نيپروتئ

  ترمينااال ژن -N پاارولين در ساامت-آسااپارتيک اساايد

BNBD2مذکور سانتز  و در وکتاور   يقرار گرفت. توال pGH 

راه  ژن مذکور باه هام   ي (. اندازهرکرهيونيدرج گرديد )شرکت ب

اليگاو   ي. تاوال باشاد  يجفات بااز ما    148چسابنده   يانتهاها

   در رشاته HindIII  گااه يو جا BamHI گااه ينوکلئوتياد )جا 

DNA)آمينو اسيد مربوط باه ژن  يو توال نشان داده شده است 

BNBD2 و  يدر کادر خاکستر ديپپت يآمده است. توال ريدر ز

 ريز توسط فرميک اسيد به صورت خط درش جايگاه محل بر

 .مشخص شده است يتوال
5'CGGATCCGACGATGACGATCCTATTGTCCG

TAACCATGTAACCTGCCGTATTAATCGTGGTT

TCTGTGTACCTATTCGTTGCCCTGGTCGCACT

CGTCAGATCGGTACGTGTTTTGGTCCGCGTAT

TAAATGCTGCCGTAGTTGGTAGAAGCTT3'  

 

GSDDDDPIVRNHVTCRINRGFCVPIRCPGRTRQI

GTCFGPRIKCCRSW 

 BNBD2 pET32a(+) 

 (+)pET32a ژن مورد نظر و وکتور يحاو pGH يدهايپلاسم

مورد هضم قارار   HindIII و  BamHIمحدودالاثر يها ميبا آنز

واکانش   يها قطعات مورد نظر محلول يجداساز يبرا .گرفتند

 نييذو  پااا يدرصااد بااا دمااا 1ژل آگااارز  يباارش باار رو

از ژل  DNA اساتخراج  تيا . سپس توسط کديالکتروفورز گرد

قرار گرفتند. باند مربوط به ژن و ناقال   يجداساز موردآگارز 

واکنش الحاق قطعاه ژن و  از ژل جدا شدند. سپس  افته،يبرش 

 T4 باا کماک آنازيم    3به  1 يخورده با نسبت مول وکتور برش

ساعت انجام  12به مدت  گراد يدرجه سانت 16 يدر دما گازيل

 BL21 مساتعد شاده   يهاا  ي. محصول الحاق به باکتررفتيپذ

(DE3) زباان يم هي. ساو افات يانتقاال   يبه روش شوک حرارت 

 نيليسا  يآمپ يعامل انتخاب يحاو LB طيمح يبر رو بينوترک

باا   بينوترک يها يکلن ني. بنابراديشب کشت گرد کيبه مدت 

با  بينوترک ديحضور پلاسم جدا شدند. کيوتيب يآنت يغربالگر

 نجاام و ا HindIII و BamHI يهاا  ميناز آتوسط  يميهضم آنز

 (.شرکت ژن فن آوران) ديدگردييتا ،يياب يتوال

 انيا ب يبه منظور بررس 

 عيماا  LB طيدر مح خت،يترار يتک همسانه از باکتر کيژن، 

کشات   μg/m151  باا غلظات   نيليس يآمپ کيوتيب يآنت يدارا

از  تار يل يلا يم 51از آن باه   تريل يليم 5شبانه داده شد و سپس 

به حد مطلاو  القاا    OD  دنيو پس از رس حيتلق طيهمان مح

 يبردار انجام شد. نمونه مولار يليم کيبا غلظت IPTG  توسط

مختلف پس از القا صورت گرفات.   يها قبل از القا و در زمان

جادا و ماورد    طياز محا  تار يل يلا يم 5ر نحو کاه هار باا    نيبد

 31باه مادت    rpm 5111 در هاا  قرار گرفت. نمونه وژيسانترف

 حال شادن در   از بعاد  يو رسو  سلول ديوژگرديسانترف قهيدق

پالس  و درصد81)قدرت  صوت ماوراء امواج ريو تاث TE بافر

باه   گاراد  يدرجه سانت 4 يدر دما rpm 13111 ( در دور5/1

 عيماا  ان،يا ب ي. جهات بررسا  شاد  وژيساانترف  قهيدق 21مدت 

 نييبرده شد. تع SDS-PAGE ديام ليژل اکر يبررو ،ييفازرو

 انجاام شاد   به کمک روش برادفورد  بينوترک نيغلظت پروتئ

در  يسالول  تهيسا مختلاف دان  طيدر شرا انيب يساز نهي. به[13]

صورت  يدر مطالعه قبلرشد  يزمان القا، مدت زمان القا و دما

شاده   انيب نيپروتئ ياختصاص ديي. به منظور تا[9]گرفته است 

. جهات جادا   ديا بلات اساتفاده گرد  حساس وسترن کياز تکن

 کيا فرم دياز اسا  بينوترک نياز پروتئ نيفنسيد نيکردن پروتئ

جهاات  يساالولز يابااا غشاا  کونياسااتفاده شااد و سااانتر 

 [.9] ديگرد قرار مورد نظر مورد استفاده نيپروتئ يساز خالص

 نينقاش پاروتئ   يبررس جهت
 8-11 ديمااوش سااف 11زخاام از تعااداد  ميدر تاارم نيفنساايد

هاا از دانشاگاه آزاد    )ماوش  استفاده شاد  BalbC نژاد يا هفته
 ناه يدر زم يو ملاحظاات اخلاقا   يداريا شاهرکرد خر  ياسلام

(. بعاد از  ديا گرد تيا رعا يشاگاه يزماآ واناات ياستفاده از ح
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و  دهيتراشا  يپشات ساطح   ياز موها يقسمتها،  موش يهوش يب
. از ديا گرد زيا درصد تم 71شده با الکل  دهيپوست تراش هيناح
 طيدر شارا  يزخم پوسات  جاديا يبرا mm 5 يوپسيپانچ ب کي

 .[11،11] ها پوشانده نشاد  زخم يو رو دياستفاده گرد لياستر
شدند. مقادار   ميتقس ماريبه دو گروه کنترل و ت واناتيسپس ح

 يبه عنوان کنتارل بارا   نيپروتئ هکنند از بافر حل تريکروليم 51
 11 نيفنساايد نياز پااروتئ تااريکروليم 51بااار در روز و  کياا
غلظت  ني)ا ماريبه عنوان غلظت ت تريکروليم 51در  کروگرميم

باشاد   يما  يکشا  يو بااکتر  يميخواص ترم يدارا نياز پروتئ
کناد(   يما  کيا را تحر يالتهااب  يها واکنش تر شيب يها غلظت

اول،  يزخم روزها ميروند ترم يرس. جهت بر[18] استفاده شد
 يريا گ انادازه  mm2سوم، ششم و نهم مساحت زخم بر حسب 

اطلاعات باه دسات آماده، از     ليو تحل هيتجز يبرا .[12]شد 
اساتفاده   SPSS (version,17)افازار   و نارم  ANOVAآزمون 
 .ديگرد

 

 نتايج
BNBD2  حاصال از   جينتاا

 هاا  نيفنسيد ريو سا يانسان يها نيفنسيبا د ديپپت نيا يفيرد هم
 نيا حفاظت شاده در ا  نيستئيس شهيدهنده وجود شش ر نشان
 باشد. يم بيترک

BNBD2. ترادف کد  
از جملاه       يباا توجاه باه عوامال متعادد      BNBD2کننده ژن 

Codon usage bias و  نيتوزيساا  يدرصاد محتاوا   شيو افزا

 Ecoli يدر بااکتر  نيپاروتئ  انيا ب يبار رو  تواند يکه م نيگوان
 رموجاود د  يهاا  کادون  ي. بررسا ديگرد نهيگذار باشد به ريتاث
و  انيا ب زانيا م ينا يب شيدر پا  يکمک بزرگ يدينوکلئوت يتوال

 شي. افازا کند يم نيپروتئ انيمناسب به منظور ب زبانيانتخا  م
 ي دهناده  نشاان  CAI (Codon Adaptation index)شااخص  

 يژن در بااکتر  نيا انيب يمورد استفاده برا يها کدون شيافزا
 ميمساتق  رابطاه  CAI زانيبالا با م اني(. احتمال ب1است )شکل

ماورد   زبانيدر م نيپروتئ يبالا انياز ب 8/1 يبالا CAI دارد.
بعااد از  BNBD2 ديااپپت يباارا CAI .کنااد يماا تياانظاار حکا

 نيپروتئ نيا انيب ني. بنابراباشد يم 81/1ها،  کدون يساز نهيبه
 تواناد  يهاا ما   کدون يساز نهيبعد از به يکول ايشياشر زبانيدر م
 ن،يو گاوان  نيتوزيسا  يبازهاا  درصاد  ي. در منحنابدي شيافزا

 درصاد 71تاا   درصاد 31 نيب G و Cآل درصد  دهيا ي محدوده
اثار   انيا ب ييمحدوده بار کاارا   نيخارج از ا يها کياست و پ
 يبارا  نيو گاوان  نيتوزيسا ي. درصد محتواگذارد يمعکوس م

 درصاد 28/51 ،هاا  کادون  يسااز  نهي، بعد از بهBNBD2ژن   
 يهاا  گاروه  درهاا   (. درصاد توزياع کادون   2)شاکل   باشد يم

 يبارا  111اسات. ارزش   دهيا محاسبه گرد زيشده ن يبند دسته
بياان در ارگانيسام ماورد     يبرا يبا بالاترين فراوان يهاي کدون

بياان   يبارا  31تر از  با ارزش کم يهاي . کدونشود ينظر داده م
 ،يسااز  ناه يپاس از به  BNBD2 (. ژن3مناسب نيستند )شکل 

 يسااز  توسط شرکت ساازنده همساانه   pGHسنتز و در ناقل  
 شد.

 

بعد از   و)  ( /.65کدون  ينه سازيقبل از به  CAI)الف( شاخص  .(يبيان در ميزبان مورد نظر )اشريشيا کول يمورد استفاده برا يها کدون يتوزيع فراوان .1شکل

  رسد.  يم 81/1شاخص مورد نظر به  کدون ينه سازيبه
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بياان اثار    يخارج از اين محادوده بار کااراي    يها % است و پيک71% تا 31بين GC  ايده آل درصد  ي . محدودهGC يبازها يمحتو درصد يمنحن .2شکل 

 رسد.  يمدرصد  28/51به  ينه سازيدرصد  ( بعد از به 38/49کدون  ينه سازي، قبل ازبهBNBD2ژن  يبراGC  درصد الف( گذارد.  يمعکوس م

 18همانطور که در شکل مشخص شده است، . ينه سازيبه زها قبل ا کدون  يالف( درصد توزشده.  يدسته بند يها ها در گروه درصد توزيع کدون. 3شکل 

.  ينه سازيها بعد از به   کدونيدهد.  ( درصد توز يترجمه را کاهش م ييشده دارند که کارا يدسته بند يدر گروه ها 31ها، ارزش کمتر از  درصد از کدون

 ابد.ي ي% کاهش م2زان به ين ميا

 

PET-32a    قطعاات حاصال از

 افات يژل باز ياز رو pGHو  pET-32a()+ يبرش وکتورهاا 

(.  4شکل ) الحاق شدند گريد کي شدند و قطعات ژن و ناقل با

انجام  تيبا موفق PET-32a)+( ديبه پلاسم BNBD2الحاق ژن 

 بيااانوترک يانياااب ديپلاسااام يحااااو يهاااا يشاااد. کلاااون

+()BNBD2- pET-32a قرار گرفتند.  ديمورد استخراج پلاسم

 ي کننااده محاادود يهااا ميبااا اسااتفاده از آنااز   يالگربااغر

BamHI/HindIII    بيااانوترک ديصااورت گرفاات و پلاساام 

 +()BNBD2- pET-32a قارار گرفات.     يما يمورد هضم آنز

 ي  شاد. مشااهده   دييا با استفاده از الکتروفاورز تا   صحت برش

دهناده صاحت    نشاان  ظاار ماورد انت   قطعه خارج شده با اندازه

صاحت   يتاوال  نياي تع جي(. نتا5شکل ) باشد يم يساز همسانه

 نمود. دييبه دست آمده را تا يتوال

BNBD2ژن BNBD2 يساز مسانهه 

مولار القا شد و  يليم کي IPTGتوسط  pET32aشده در ناقل 

راه نشاانگر   دنااتوره باه هام    طيتحت شرا ينيپروتئ يها نمونه

الکتروفاورز   ديا آم ليا آکر يژل پل ي( روSM0671) ينيپروتئ

باشاد.   يساعت بعد از القا م 4 انيب نيتر شي(. ب6)شکل  شدند

و  نيديسات يراه هگازا ه  به هام  BNBD2 ديپپت) وژنيف نيپروتئ

مانناد   pET32موجاود در ناقال    ينا يپروتئ يهاا  دنبالاه  ريسا

مرباوط   جيدالتون دارد. نتا لويک 25حدود  ي( وزننيرودوکسيت

آن توساط   دييا و تا نيپاروتئ  يساز خالص ان،يب يساز نهيبه به
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 يوزن مولکاول [. 9] آماده اسات   يبلات در مطالعه قبلا  وسترن

 وژنيا ف نياز پاروتئ  يبعد از جداساز لودالتونيک 6/4 ن،يپروتئ

 .باشد يم

-pET)  يحرکت قطعاات حاصال از بارش وکتاور هاا      يالگو  .4شکل 

32a و+(pGH يرو   )ژل آگااارز. الاافM1 يجفاات باااز 1111مااارکر  
SM0312 وکتااور   1شااماره :pGH وکتااور   2باارش نخااورده . شااماره

pGHيهاا  ميبرش خورده با آنز BamHI/ HindIII   148، قطعاه حادود 
: وکتاور )  3 ي ژن مورد نظر خارج شده است.  (شماره يحاو يجفت باز

pET-32aي . شاماره باشاد  يجفت باز م 5911 ي)+ برش نخورده که دارا 
و  BamHI/ HindIII يهاا  )+برش خورده با آنزيمpET-32a: وکتور ) 4

و  شاود  يتر که از ژل خارج ما  کوچک ي قطعه کي. باشد يشامل دو قطعه م
ناقال   DNAتار باه عناوان     بازرگ  ي جفت باز است و قطعه 26در حدود 

 15Kb DNAماارکر  M2جفت بااز اسات.    5875که در حدود  باشد يم

(Rovalab)

 يانيااحرکاات قطعااات حاصاال از باارش وکتااور ب    ي: الگااو5شااکل 
 بيا نوترک دي)+بعاد از بارش پلاسام   BNBD2 - ( .pET-32aبيا نوترک

BNBD2 - (pET-32a يها آنزيم)+ با BamHI/ HindIII   يک قطعاه ،
 5811حدود  ي قطعه کيمعادل با ژن مورد نظر و  يجفت باز 148حدود 

.) ديا گرد ژل مشاخص   يرو بار برش خورده  ديمعادل با پلاسم يجفت باز
 (SM0321 يمارکر وزن ملکول

 

 
  BNBD2نيبياان پاروتئ   يجهت بررس SDS-PAGE: تصوير ژل 6 شکل

: 2چاهاک    SM0671: ماارکر پاروتئين  1مختلف. چاهاک   يها در زمان
 .Eي : سالول لياز شاده   3( چاهک DE3)E. coli BL21ي سلول ليز شده

coli BL21(DE3  ترانسفورم شده با وکتور نوترکيب قبل از القا. چاهاک )
: پاروتئين  5. چاهاک  IPTGساعت بعد از القاا باا    2: پروتئين نوترکيب 4

: پاروتئين نوترکياب   6. چاهاک  IPTGا ساعت بعاد از القاا با   3نوترکيب 
 دهد. ي. فلش باند مورد نظر را نشان مIPTGساعت بعد از القا با 4

 ابتادا 
 باود. بار   کساان يو کنتارل   ماريدو گروه ت يرو رباندازه زخم 
، ششام و نهام   ساوم  يدر در روزها ANOVA اساس آزمون
کنتارل   يها گروه نياز جهت مساحت زخم ب يدار يتفاوت معن

دار مسااحت زخام بار اسااس      يشد. کاهش معن دهيد ماريو ت
کنتارل و   نيو با  ماار يدر سطوح مختلاف ت  ANOVAآزمون 

  .(7شکل ( )>15/1P) هر زمان نشان داده شده است رد ماريت
 

 
سوم، ششم و نهم  يکاهش مساحت زخم در روزها زانيم نيانگيم .7شکل 
دار مسااحت زخام    ي. کاهش معناريزخم به همراه انحراف مع جاديبعد از ا

 ماار يکنترل و ت نيو ب ماريدر سطوح مختلف ت ANOVAبر اساس آزمون 
 در هر زمان نشان داده شده است.

 

 گيري‌بحث و نتيجه
 يبارا  يهنوز به عنوان انتخاا  اول درماان   ها کيوتيب يآنت

ماورد   واناات يها و ح در انسان يکروبيم يها مبارزه با عفونت
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بااه  يياياامقاوماات باکتر و ي. شاارنااديگ يمصاارف قاارار ماا 

. کنند يم جاديا يسلامت عموم يبرا ينگران کي ها کيوتيب يآنت

منجار باه    کارو  يضد م يدهايکشف و گسترش پپت جهيدر نت

ضد ميکارو  بار    يدهاي. پپتشود يم يعفون يها يماريبهبود ب

 يهاا  روسيا هاا و و  ها، انگال  چقار ها، ياز باکتر يعيوس فيط

 کيکه عموماً  ها کيوتيب يبر خلاف آنت کنند و يدار عمل م شاغ

و ممکن است مقاومات   دهند يرا هدف قرار م کيمتابول ميآنز

عمدتاً با  کرو يضد م يدهايالقا کنند، پپت ها سميارگان کرويدر م

منفاذ در غشااء هادف، عمال      ي دهناده  ليتشاک  يها سميمکان

. در [15،16] باشاد  يکه مقاومت در برابر آن مشکل م کنند يم

 عيوسا  فيا ط نيتار  فاراوان  انيا در م هاا  نيفنسيپستانداران، د

و  کيااتيهماتوپو يهااا هسااتند و در ساالول هااا کيااوتيب يآنتاا

در  ژهياابااه و هااا نيفنسااي[. د16] شااوند يماا انيااب اليااتل ياپاا

 هاا  ليا ژن باه نوتروف  انيا فراوان هستند هر چند ب ها لينوتروف

 [.17] شود يمحدود نم

، BNBD2 نيپاروتئ  انيا و ب ديبه منظور تول  ياين تحق در

 يماورد اساتفاده در بااکتر    يهاا  ابتدا با در نظر گرفتن کادون 

صاورت   BNBD2ژن  ييايميو سنتز ش يطراح ،يکول ايشياشر

باا سااخت    نيپاروتئ  نيا ا انيا لازم جهات ب  طيگرفت و شارا 

 يهاا  يبررسا  يژن فراهم شاد و طا   انيمستعد به ب يها سلول

ها  کدون يريگبه کار ي . نحوهديگرد ديتول نيپروتئ نيامختلف 

 ياثر بگاذارد. در صاورت   نيپروتئ انيب زانيم يممکن است رو

باشد که به طور معماول در   ييها کدون يکه ژن مورد نظر حاو

 يهاا  کادون  يبرا tRNAکمبود  ليبه دل رود يبه کار نم يباکتر

برخورد با  گاموجود دارد. هن انيب زانياحتمال کاهش م ا يکم

امکان وقفه در ترجمه و باه دنباال آن    ا يدو کدون کم اي کي

قارار   بيا و در معار  تخر  نيکاهش سرعت سااخت پاروتئ  

کادون   کيا وجود حضاور   نيوجود دارد. با ا mRNAگرفتن 

 نيا [. در ا14نخواهاد شاد ]   انيلزوماً منجر به کاهش ب ا يکم

و ژن  داساتفاده شا   E. coli BL21 (DE3) ي هيپژوهش از سو

BNBD2  هيساو  نيا در ا يانيا ب يهاا  با در نظر گرفتن کادون 

کاه   ييهاا tRNA باا داشاتن   هيسو ني. اديو سنتز گرد يطراح

 يبارا  کنناد  يفاراهم ما   ا يا کم يها کدون يرا برا  نهيآم دياس

 تاار اساات. وکتااور مناسااب BNBD2 نيپااروتئ انيااب يبررساا

+()BNBD2- pET-32a جفت بااز و ژن   5911 يدارا باًيتقر

 نيا در اT7)بتالاکتاماز( است. پروموتور  نيليس يآمپ گر انتخا 

 نيا ژن وارد شاده اسات کاه القاا ا     انيا وکتور مسئول کنترل ب

 pET-32a)+(. وکتاور  رديگ يصورت م IPTG پروموتر توسط

را کد  Lac I ي کننده مهار نيکه پروتئ باشد يم Lac Iژن  يحاو

 دارد، يبار ما   Lac اتاور کننده را از اپر ، مهارIPTG. القا کند يم

لاکتوز است باه   يآنالوگ برا کيکه  IPTGکه  يزمان نيابنابر

 نياو بناابر  T7ماراز   يپلا  يرونويسا  شاود  يسلول اضاافه ما  

مطالعات  يبرا IPTG تي. مزشود يژن هدف انجام م يسيرونو

و  شود ينم زهيمتابول E.coli  لهياست که به وس نيا In vivoدر 

ژن تحت کنترل  انيو سرعت ب ماند يدار ميغلظت آن ثابت و پا

 زوژنياز فاژ ل يزبانيم DE3 هي. سوباشد ينم رييمتغ شيدر آزما

DE3 از ژن ينساخه کروماوزوم   کيا حامل  که باشد يمגT7 

RNA polymerase  تحت کنترل پروموتاور LacUV5   .اسات

وکتور   هاي هدف که در ژن نيپروتئ ديبراي تول هاي هيسو نيچن

pET يتحت القا IPTG اند مناساب اسات.    شده يساز انههمس

 نيفنسا يد نيپاروتئ  يکش يباکتر تيخاص ليبه دل نيا علاوه بر

 انيا ب گار يد يهاا  نيباپروتتئ وژنيبه صورت ف نيپروت نيا ديبا

 pETرو ناقال  نيا نشود از ا زبانيشود تا باع  مرگ سلول م

32a نيا ا يبارا  يناقل مناساب  نيرودوکسيداشتن ژن ت ليبه دل 

 ،يقاات يتحق ميتا  نيا توسط ا يباشد. در مطالعه قبل يم نيپروتئ

 يکاه حااو   Vivaspin2 کونيمورد نظر توسط سانتر نيپروتئ

 يسااز  است خالص دروسارتيه ايو سلولز  استات يتر يغشا

 نيپاروتئ  نيپارول  -کيبرش اسپارت گاهيشد و با استفاده از جا

جادا   نيوردوکسيت نياضافه مانند پروتئ يها يمورد نظر از توال

 يمهام بارا   يمولکاول  يکه فاکتورها يجاي . از آن[14] ديگرد

آن  يياک پپتياد باار و هيادرو فوبيسايت      يقدرت ضد ميکروب

 ي و باا در نظار گارفتن خاصايت کاتيونياک ناحياه       باشد يم

  c-  ترمينال پپتيدBNBD2ايان   يبيان باالا  رسد ي، به نظر م

داشاته   يباکتربر ضد  يفعاليت ضد ميکروبي بهتر تواند يژن م

 يهاا  ياز بااکتر  يتعاداد  يرو يکش ياثر باکتر يباشد. بررس

 نيا ا يکشا  يدهنده قدرت بااکتر  و گرم مثبت نشان يگرم منف



 و همکاراننفيسه کريمي                         بتا دیفنسین و ترمیم زخم 

 

 

باه دسات آماده از مطالعاه      جي. با توجه به نتا[9]بود  نيپروتئ

 زيا شده را ن ديتول نيپروتئ يميترم تيتا خاص ميبرآن شد يقبل

ماذکور   نيپاروتئ  يميترم تياصاز خ يحاک جي. نتاميمطالعه کن

 9و  6، 3 يزخام در روزهاا   يبهبود زانيم که يدارد. به طور

را نشان داد. مطالعاات نشاان    يدار ينسبت به هم اختلاف معن

 شيها افازا  نيفنسيد بتا انيب زانينگام زخم مداده است که در ه

 يهاا  تينوسا يو حرکت کرات ريها باع  تکث نيفنسيد . بتاابدي يم

زخم نقش دارند. علاوه  ميشوند که در ترم يم ييپوست و رگزا

 يها کانيباع  سنتز پروتئوگل ها بروبلاستيف کيبا تحر نيبر ا

 يبااکتر  تي. هر چناد خاصا  [18،19] گردند يم يخارج سلول

 يتواند عامل مهم يم زيتواند ن ياز عفونت م يريو جلوگ يکش

 وگانهبا توجه به نقش د نيباشد. بنابرا ميقدرت ترم شيدر افزا

 نيا ا يدر بررسا  تواند يم  يتحق نيا جينتا شک يب دهايپپت نيا

و بهبود زخام   ميدر ترم ديجد يبه عنوان عوامل درمان دهايپپت

 .مؤثر باشد

 

 قدردانیتشكر و 
دانشاگاه شاهرکرد در قالاب     يپژوهش با حمايت مال نيا

 .انجام شده است يطرح پژوهش
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Introduction: Defensins are members of the largest family of antimicrobial peptides and due to their 

activity against bacteria, fungi, and viruses are very profitable as new antibiotics. The aim of this study was 

to design, synthesis, clone and expression of BNBD2 (Bovine Neutrophil Beta-Defensin2) gene to 

investigate the wound healing process.  

Materials and Methods: In this study, according to the preferred codon in E. coli, the BNBD2 gene was 

optimized and synthesized. The BNBD2 gene was sub cloned in vector pET-32a (+). The BNBD2 protein 

expression was assessed; using Isopropyl-ß-D-thio-galactoside (IPTG) as an inducer and evaluating by 

SDS-PAGE. The potency of BNBD2 protein for healing was studied by creating a wound on a group of 

mice and treating them with BNBD2 protein in comparison with the control group.  

Results: The results showed that BNBD2 gene was successfully cloned into pET32a (+) vector. The 

expression of protein was induced by IPTG. There was a significant reduction in wound area in the 

treatment group in compare to the control group.  

Conclusiosn: Recombinant protein (BNBD2) was expressed successfully in prokaryotic system. This 

protein might be potentially beneficial for wound healing procedures in the future. 
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