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 چکیده

باشد.  ها میاست که دارای فعالیت اندوپپتیدازی علیه ديواره سلولی باکتریکیلو دالتون    7/14پروتئینی با جرم مولكولی    KP27  فاژاندولیزين    زمینه و هدف: 

هدف از اين مطالعه تولید نوترکیب    pHو همچنین برتری آن در برابر شرايط محیطی سخت مثل دما و    KP27دلیل وجود تحقیقات محدود روی اندولیزين  به
 باشد. اورئوس می استافیلوکوک و   و بررسی فعالیت ضدباکتريايی آن علیه دو باکتری گرم منفی و مثبت اشرشیاکلی

 E. coli BL21باکتری    درتولید  شد.    سازیهمسانه  28a(+)-pETدر پلاسمید    XhoIو    NcoIکننده  بین دو آنزيم محدود   KP27اندولیزين  ژن    : هاروش

(DE3)   تخلیص توسط کروماتوگرافی    وNTA-2+Ni    کشیهای فعالیت باکتری اندولیزين از تست  ضدباکتری  بررسی فعالیت  جهت  .شد  انجامسفاروز  ،MIC  ،
MBC  افزار گراف پد پريسم انجام شد. آنالیز آماری و رسم نمودارها توسط نرم سلولی استفاده شد. ديواره  تخريب فعالیت آنزيمی از و 
موفقیت    KP27اندولیزين  ها:  یافته مقدار    سازیهمسانهبا  به  بالا  راندمان  با  آن  لیتر  گرم/میلی   5/28و  کشندگی  میزان  شد.  تولید  کشت   علیه  محیط 

  64و  16 آن به ترتیب  MBCو  MICمیزان  بود.درصد  50بیشتر از ماکروگرم/لیتر  4  بالاتر از های اورئوس در غلظت استافیلوکوک و  های اشرشیاکلیباکتری
آمد.   اورئوس  استافیلوکوک برای  ماکروگرم/لیتر    32و    8و    اشرشیاکلی  برایماکروگرم/لیتر   بررسی فعالیت تخريب ديواره سلولی اندولیزين حاکی از    به دست 

 .بود نيزیاندول مجاورت با نیم ساعت  ورت محلول پس از  درصد کد 20 کاهش

 و همچنین فعالیت بالای آن در برابر دو باکتری گرم منفییی و گییرم مثبییت مییورد مطالعییه،   KP27اندولیزين  به مقدار بیان و تولید بالای  باتوجهگیری:  نتیجه

 پیشنهاد داد. هابیوتیکبه جای آنتیهای کاربردی و متعاقب آن صنعتی شدن توان آن را گزينه مناسبی برای پژوهشمی
 

   بیوتیكیآنتی، مقاومت  ديواره سلولیپروتئین نوترکیب، باکتريوفاژ، ، KP27اندولیزين ی کلیدی: هاواژه
  

 
 
 

 

  مقدمه
تهديد از  يكی  حوزه  امروزه  در  جهانی  رشد  به  رو  های 

باکتری ظهور  غذايی  امنیت  و  به سلامت  مقاوم   های 
میآنتی بهبیوتیک  جهانی  گونهباشد  بهداشت  سازمان  که  ای 

اقتصادی   اجتماعی،  منفی  آثار  زمینه  در  جدی   هشدارهای 
آنتی مقاومت  سیاسی  است  و  کرده  صادر    .[1]بیوتیكی 

جايگزينهمینبه يافتن  برای خاطر  مناسب   های 
های رايج مورد توجه پژوهشگران قرار گرفته است.  بیوتیکآنتی
باکتريومدت از  است  عفونتها  بردن  بین  از  جهت  های فاژها 

بخش در  شرقی باکتريايی  اروپای  جمله  از  دنیا  مختلف  های 
می بااستفاده  نگرانی شود.  دلايلی  به  در وجوداين  جدی  های 

توان های میها وجود دارد که از جمله اين نگرانیاستفاده از آن 
پاسخ گسترش  به  و  ظهور  و  ژن  انتقال  ايمنی،  سیستم  دهی 
علاوهباکتری کرد.  اشاره  فاژ  به  مقاوم  محققان    براينهای 

ازبین و  لیز  به  قادر  نیز  فاژها  لیزات  که  کردند  بردن مشاهده 
کننده به کشف  ها هستند بنابراين در جستجوی عامل لیزباکتری

پروتئین  شناسايی  اندولیزينو  نام  به  که هايی  يافتند  دست  ها 
اندولیزي و  نامروزه  جايگزين  يک  مورد يک  ها  مطالعاتی  حوزه 

 مقاله پژوهشی 
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 و همكاران  زارع      KP27تولید نوترکیب اندولیزين 
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باکتری کنترل  زمینه  در  است  توجهی  شده  به[2]ها  طورکلی . 
آنزيماندولیزين لايهها  کننده  هیدرولیز  پپتیدوگلیكان   یهای 

ها هستند که توسط فاژها در مرحله آخر سلولی باکتری  یديواره
به لیتیک  پروتئینچرخه  هولینهمراه  نام  به  تولید هايی   ها 

ازآنجايیمی اندولیزينشوند.  سلول  که  داخل  در  های کتریباها 
شوند برای فعالیت خود نیاز به خروج از  شده با فاژ تولید میآلوده

کار   اين  دارندکه  پپتیدوگلیكان  لايه  به  دسترسی  و  داخلی  غشا 
شود. تجزيه لايه پپتیدوگلیكان توسط ها انجام میتوسط هولین

ها باعث به هم خوردن تعادل اسمزی و در نتیجه لیز  اندولیزين
شود. ويژگی هیدرولازی لايه پپتیدوگلیكان  و مرگ باکتری می

اندولیزين ضدباکتريايی  اثربخشی  همچنین  که  و  زمانی  در  ها 
میبه استفاده  اگزوژن  که صورت  است  شده  باعث  شود، 

بهاندولیزين آنتیها  جايگزين  معرفی بیوتیکعنوان  رايج  های 
به  به آن شوند و  آنزيمی  آنزيمدلیل خاصیت  لیزها  يا  های  کننده 
می  1آنزيبیوتیک گفته  باکتری  .[3]شود  نیز  سلولی  ها ديواره 

باکتری از تنش  ساختار فوق مولكولی است که  های اسمزی  را 
می محافظت  و محیطی  اصلی  بخش  بیوشیمیايی  نظر  از  کند. 

باشد هتروپلیمری است که مهم ديواره سلولی پپتیدوگلیكان می
( و NAGاستیل گلوکزآمین )-Nساکاريد  از تكرار واحدهای دی

N-( اسید  مورامیک  است.  NAMاستیل  شده  ساخته   ) 
N-اسید مورامیک  هم   هایاستیل  روبروی  پلیمری  رشته  دو 

پل است.  توسط  شده  مستحكم  پپتیدی  عرضی   های 
ديواره   ساختار  در  موجود  پیوند  نوع  و  شكستن  محل  براساس 

اندولیزين میسلولی،  آنزيمی  فعالیت  نوع  چهار  داری  باشند: ها 
1-  N-  )لیزوزومی )شبه  مورامیداز  استیل -N  -2استیل 

موراموئیل-N  -3گلوکوزآمینیداز   و  -استیل  آمیداز   آلانین 
اندوپپتیداز  -آلانوئیل-4 ساختاری   .[4]گلوتامات  نظر  از 

 25هايی هستند با وزن مولكولی بزرگتر از  ها پروتئیناندولیزين
آنزيمی فعال  دٌمین  دو  از  که  دٌمین EAD)  2کیلودالتون  و   )

اند. علاوه ( به ديواره سلولی تشكیل شدهCBD)  3متصل شونده 
اندولیزين در  اين  آلودهبر  فاژهای  از  مستخرج  کننده  های 

يک  باکتری از  بیشتر  که  است  شده  مشاهده  مثبت  گرم  های 
CBD  [5]دارند . 

 
1 Enzybiotics 
2 Enzymatically active  domain 
3 Cell wall binding domain 

های بیوتیکها در مقايسه با آنتیهای اخیر اندولیزيندر سال
ويژگی داشتن  دلیل  به  توجهات رايج  فرد  به  منحصر   های 

کردهويژه جلب  ويژگیای  اين  جمله  از  میاند.  به ها  توان 
و  دستكاری  قابلیت  اثر،  مكانیسم  بودن،  انتخابی  و  اختصاصی 

آنتی مقاومت  ايجاد  عدم  نیز  و  شدن  اشاره مهندسی  بیوتیكی 
های  ها دارای کاربردهايی در زمینه درمان عفونتکرد. اندولیزين

باکتری بیوفیلم  تجزيه  بیمارستانی،  با  باکتريايی  مقابله  ها، 
باکتریعفونت تشخیص  در  حتی  و  غذايی  منشا  با  های  هايی 

می غذايی  مواد  بیشتر   هایاندولیزين  . [6]باشند  پاتوژن  درمانی 
باکتری گرمروی  دارهای  اثربخشی  که نمثبت  زمانی  زيرا  د 

گرفته می  هااندولیزين کار  به  اگزوژن  دلیل  نشوبه صورت  به  د 
غشا وجود  باکتری  ءعدم  اين  در  و خارجی  دسترسی  برای  ها 

پروتئین به  نیاز  پپتیدوگلیكان  به  نمیرسیدن  هولین  باشد. های 
دلیل وجود غشا خارجی  منفی بههای گرم باوجوداين، در باکتری

اندولیزين با محدوديت مواجه شده است. بهاستفاده از  منظور  ها 
محققان  خارجی،  غشا  از  عبور  و  محدوديت  اين  بر  غلبه 

خلاقانهاستراتژی بههای  میای  آنکار  ازجمله  که   ها  برند 
،  EDTAغشايی مثل    هایتوان به استفاده از نفوذپذيرکنندهمی

بالا هیدرواستاتیكی  آن4فشار  مهندسی  و  ساخت ،  مثل  ها 
 .[7]های کايمر يا افزودن قطعه پپتیدی اشاره کرد اندولیزين

با    KP27ويروس  اندولیزين   و    131پروتئینی  اسیدآمینه 
مولكولی   آنزيمی    kDa  7/14جرم  فعالیت  دارای  که  است 

باکتری سلولی  ديواره  علیه  میاندوپپتیدازی  آنزيم  ها  اين  باشد. 
پیوند پپتیدی بین دو اسیدآمینه موجود در عرض ديواره سلولی  

و  -Lيعنی   می-Dآلانین  هیدرولیز  را  ژن گلوتامات  کند. 
فاژ   از  اندولیزين  اين  باکتری آلوده   KP27کدکننده  کننده 

صورت نوترکیب  به  2017کلبسیلا پنومونیه استخراج و در سال  
های  پروتئین آن تولید شد. از میان فاژهای آلوده کننده باکتری 

سیستم  پیشرفته  KP27و    KP15فاژهای    ،منفیگرم ترين 
های باشند. اين سیستم از چهار پروتئین با ناملیتیک را دارا می

آنتی و  هولین،  است  شده  تشكیل  اندولیزين  و  اسپانین  هولین، 
از بیش  بالای  بسیار  پروتئیندرصد    ۹۹  تشابه  فاژ بین  دو  های 

برای دارد.  فاژ    وجود  اندولیزين  در  اسیدآمینه    KP27مثال 
اندولیزين   در  گلوتامات  جايگزين  است  KP15گلوتامین   شده 

پروتئین.  [8] کاربرد  در  مهم  معیارهای  از  آنزيميكی  و  های ها 

 
4 High hydrostatic pressure 
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آن پايداری  استفادهتجاری  و  نگهداری  تولید،  فرايند  از    ها طی 
میآن آنها  جمله  از  که  میباشد  دمايی،  ها  پايداری  به  توان 

برابر   در  کرد    pHپايداری  اشاره  کاتالیتیكی  فعالیت  با [۹]و   .
های مختلف انجام شد مشخص که روی اندولیزين  یهاي بررسی
  ها تحقیقات محدودی روی در مقايسه با ساير اندولیزين  شد که

در  انجام شده است و به علاوه اين اندولیزين    KP27اندولیزين  
برتری دارد. بنابراين هدف   pHبرابر شرايط محیطی مثل دما و  

از اين تحقیق تولید نوترکیب و بررسی فعالیت ضدباکتريايی آن  
  استافیلوکوک   و  اشرشیاکلی  گرم منفی و مثبت  علیه دو باکتری

 باشد. اورئوس می
 

 ها مواد و روش

 مواد 
شرکت   T4 DNAو    NcoI  ،XhoIهای  آنزيم  از  لیگاز 

NEB  ،نشانگر  DNA  و پلاسمید  استخراج  کیت  آگاروز،   ،
ستون سیناکلون،  شرکت  از  ژل  از    کروماتوگرافی   استخراج 

NTA-2+Ni   ،تبريز ارگ  گستر  زيست  نوآوران  شرکت   از 
الكتروفورزکیت ژل  -آکريل  پلی-سولفات  دودسیل  سديم  های 
و تعیین غلظت پروتئین از شرکت آرسام فرازيست ارومیه   5آمید

 تفاده شده از شرکت مرک تهیه شدند.سساير مواد شیمیايی ا  و
باکتری  (+)pET-28aپلاسمید    و E. coli DH5a های  و 

E. coli BL21 (DE3) pLysS   انستیتو ايران    پاستور   از 
توالی شدند.  اندولیزين  اسیدآمینه  خريداری  کد    KP27ای  با 

ژن کد کننده  و توالی    uniportاز    A0A0K1LQK3دسترسی  
دسترسی  آن   شماره    NCBIاز    YP_007348788تحت 

باکتری  شد.  داده  سفارش  آن  سنتز  و  های  استخراج 
Escherichia coli    وStaphylococcus aureus subsp. 

Aureus  دکتر طرف  از  استاد   بیگلو  شیخ  نیما  اهدايی 
 بودند.  میكروبیولوژی گروه زيست شناسی دانشگاه ارومیه

 

 ها روشمواد و 
 ساخت و تایید وکتور بیانی 

بیانی   وکتور  ساخت  همانند   pET28a(+)-KP27برای 
های قبلی عمل  های ذکر شده در پژوهشمراحل و دستورالعمل

 
5 SDS-PAGE 

ابتدا پلاسمید  [10]شد   به طور خلاصه،   .pGEM-B1    که ژن
در آن قرار داشت توسط دو آنزيم محدودکننده   KP27سنتتیک  

NcoI    وXhoI   برش داده شد. سپس به منظور استخراج قطعه
KP27   و شد  برده  آگاروز  ژل  روی  شده  هضم  محصول 

با مخلوط  کردن استخراج شد. در مرحله بعد، واکنش لیگاسیون 
هضم شده    (+)pET28a  پلاسمیدو    KP27ژن    1به    5نسبت  

دمای سانتیگراد    24  در  شد.  بهدرجه  انجام  ساعت  دو  مدت 
به  حرارتی  شوک  روش  توسط  شده  ساخته  پلاسمید  سرانجام 

مستعد   پلیت    E. coli DH5aباکتری  روی  و   LBترانسفورم 
بیوتیک کانامايسین برده  آنتیلیتر  میلی/میكروگرم  50  آگار دارای

تايید  به  شد. مورد    KP27ژن    سازیهمسانهمنظور  جايگاه  در 
شده ذکر  محدودکننده  آنزيم  دو  بین  استخراج پ  نظر  از  س 

واکنش   ابتدا  توالی    PCRپلاسمید،  با  رفت  پرايمرهای  توسط 
5´TAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAA

GGAGATATACCATGGG3´  و پرايمر برگشت با توالی 

5´GCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

GAT3´  پلاسمید در  ژن  حضور  تايید  از  پس  و  شد   انجام 
pET28a(+)  .برای تايید نهايی برای تعیین توالی ارسال شد 

 

 بیان و تخلیص 
منظور بیان و تخلیص  به   سازیهمسانهپس از تايید صحت  

 BL21باکتری  کشت شبانه  از لیتر  میلی   2 ، ابتدا KP27اندولیزين  

ژن   حامل  پلاسمید  محیط لیتر  میلی  200  بهKP27 حاوی 
  شیكردار بیوتیک کانامايسین در انكوباتور  آنتی  حاوی  LBکشت  

دقیقه    180سرعت     با بر  دمای   دور    سانتیگراد   درجه  37و 
از    منتقل بعد  شد.  کدروت    OD  رسیدنداده  به  کشت  محیط 

هت القاء  ج  مولارمیلی  10  از لاکتوز با غلظت نهايی،  8/0تا    6/0
شدبیان   استفاده  انكوباتور  باکتری  و  [11]  اندولیزين  در  ها 

دقیقه    180سرعت    با  شیكردار بر  دمای  دور  به    22و  درجه 
بعد    شبانهصورت   روز  شدند.  داده  حاوی کشت  کشت  محیط 
مدت  باکتری به  با  20ها  دقیقه    3000سرعت    دقیقه  بر  دور 

بهجمع  هاباکتری  پلتو    سانتريفیوژ شد.    دسترسی منظور  آوری 
اندولیزين در پروتئین  های دارای  باکتری  ،به محتوی سیتوزولی

لیز مونو سديم فسفات،میلی  50  بافر  لیتر سديم میلی  300  لیتر 
و   ايمیدازول  میلی  10کلرايد  حل  8برابر    pH)لیتر  و  (  شدند 

با  ثانیه  15مرحله    10شامل  )  توسط سونیكاسیون روی يخ ای 

ها ی باکتریجداره  (درصد  ۷0  ثانیه با شدت  15فواصل زمانی  
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های  شده، روی يخ، به میكروتیوبی سونیكهنمونه .  شكسته شد
به  منتقللیتری  میلی  5/1 و  سرعت   دقیقه  15مدت  شد  با 

دقیقه    14000 بر  سانتريفیوژ دور  اتمام  از  پس  سانتريفیوژ شد. 
  ها برای انتقال روی ستون ها، مايع رويی تمام میكروتیوبنمونه

تمايلی جهت    کروماتوگرافی  شد.  آوری  جمع  فالكون  يک  در 
 NTA-2+Niستون    از  KP27ای اندولیزين  تخلیص تک مرحله

به   و  شستشو  برای  نمونه،  بارگذاری  از  قبل  شد.  استفاده 
برابر حجم ستون توسط آب مقطر   5رساندن ستون آن با  تعادل

شد. شسته  لیز  بافر  پروتئینسپس    و  ستون   روی  یسوپ 
بعد  شد.    بارگذاری مرحله  شستندر  حذف  جهت  و   و  مواد 
شستهايی  پروتئین بافر  است،  نشده  متصل  ستون  به   شووکه 

لیتر سديم کلرايد و  میلی  300  لیتر مونو سديم فسفات،میلی  50
از ستون عبور داده شد. در  (  8برابر    pH)لیتر ايمیدازول  میلی  25

کردن   جدا  برای  آخر  به    KP27اندولیزين  مرحله  شده  متصل 
بافر  از  فسفات،میلی  50  ستون  سديم  مونو  لیتر میلی  300  لیتر 

  اندولیزين استفاده شد.  لیتر ايمیدازول  میلی  250سديم کلرايد و  
میكروتیوب درون  ستون  از   در لیتری  میلی  2  یهاخروجی 

شدجمع  یلیترمیلی  5/1های  حجم از   آوری  قبل   و 
ضدباکتريايی فعالیت  ساير نمک،  بررسی  و  ايمیدازول  و  ها 

کوچک  مولكول  کیسه  های  منافذ    ديالیزبا    Da1200دارای 
 . ندشد حذف (-D2272سیگما )
 

 تعیین غلظت اندولیزین و الکتروفورز 
اندولیزين  برای   آن   KP27تعیین غلظت  بررسی خلوص  و 

و   برادفورد  روش  از  ترتیب  درصد    SDS-PAGEبه  ژل با 
استفاده شد. در روش  درصد    15  7ی کنندهو ژل جدا  %5  6ایتوده

( گاوی  سرم  آلبومین  پروتئین  از  به BSAبرادفورد  عنوان ( 
 . [12]پروتئین استاندارد استفاده شد 

 

 ضدباکتریایی اندولیزین فعالیت سنجش
  شده   داده  کشت  استاندارد  هایسويه  از  کلونی  يک
از  استافیلوکوک  و  اشرشیاکلی  هایباکتری  محیط   اورئوس 
 محیط   لیترمیلی  5  حاوی  هایلوله   به  و  برداشته   آگار  جامد  کشت
   دمای   در  شب  يک   مدت  به  و  شد  اضافه   براث  مايع  کشت

 
6 Stacking Gel 
7 Resolving Gel 

گذاری گرمخانهدور در دقیقه  180سرعت  با درجه سانتیگراد  37
باکتری.  شد   مايع  کشت  محیط  در  شده  داده  کشت  هایسپس 
جهت  رقیق  30  به  1  نسبت  به  سنجش  تست  انجام  شدند. 

  مقدار  تست  هایچاهک  تمام  در  ابتدا  کشندگی،  فعالیت
بافر    100  هایرقت  یتهیه  برای.  شد  ريخته PBS8میكرولیتر 

مقدار  KP27اندولیزين     در   آن  ازلیتر  میكرومولار/میلی  8  ابتدا 
 مقدار   هارقت  ساير  تهیه  برای  و  شد  ريخته  اول  چاهک

 اضافه   دوم  چاهک  به  و  برداشته  اول  چاهک  از  میكرولیتر  100
 و  آيد   دست  اندولیزين به   ازلیتر   میكرومولار/میلی  4  رقت  تا  شد

  اثر   منظور حذف  جهت  .شد  تهیه  ترتیبهمینبه   نیز  هارقت  ديگر
يک  اندولیزين،  بافر  احتمالی   از   پروتئین  جای  به  چاهک  در 
منفیبه  PBS  بافر  غلظت  حداکثر کنترل   و   شد  استفاده  عنوان 

نیز  يک  عنوانبه  هاباکتری  و  کشت  محیط   فقط  دارای  چاهک 
  از   میكروبی  سوسپانسیون  درنهايت  .گرديد  تهیه   مثبت  کنترل
 سپس  شد،  رقیق  30  به   1  نسبت  به  باکتری  یساعته   دو  کشت

گرم  خارجی  غشای  پذيرینفوذ   افزايش  منظوربه  منفی باکتری 
  ی تمامدر    نهايی  حجم  در EDTA مولارمیلی/.  5  محلول
  شد   بسته   پلیت  درب   ،نهايت  در  .گرديد  تلقیح  تست  یها چاهک

  داده   قرار  ساعت  24  مدتبه   گراد سانتی  درجه  37  انكوباتور  در  و
  ساعت،  24  گذشت  از   پس  اندولیزين،  اثر  تشخیص  جهت  .شد

OD600  توسط   و  شد  ثبت  ريدر،  الايزا  دستگاه  توسط  هاچاهک
و      x100control)/ODtestOD-conrol[(OD[فرمول    درصدمحاسبه 

 . [13]آمد  بدست کشندگی
 

 MIC9تعیین 
انجام میكروپلیت    برای  در  تست  استريل، خانه۹6اين  ی 

اندولیزين  رقت و  باکتری  از  لازم  محیط    KP27های  در 
MHB  سپس و  شد  میزان    تهیه  به  اندولیزين  رقت  هر   از 

اضافه  100 به  محیط    ۹0ی  میكرولیتر  و MHBمیكرولیتر   ، 
باکتری    10 لگاريتمی  میكرولیتر  فاز  غلظتدر    CFU/ml)  با 

يكديگر  1  ×    610 با  و  شد  اضافه  میكروپلیت  چاهک  هر  به   )
نظر  به مورد  باکتری  کنترل،  برای چاهک  ترکیب شد.    با آرامی 

ترکیب شد و چاهک  بلانک تنها حاوی محیط   MHBمحیط  
MHB  میكروپلیت دمای  بود.  در  به   37ها  و  سانتیگراد  درجه 

گیرد. برای نفوذپذيرسازی در انكوباتور قرار می  ساعت  18مدت  
 

8 Phosphate-buffered saline 
9 Minimal inhibitory concentration 
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  5/0با غلظت    EDTAاز    E. coliباکتری گرم منفی    غشای
 میلی مولار استفاده شد. 

 

 MBC۱۰ ینتعی

MBC  باکتريايی است که برای غلظت عامل ضد  کمترين
جمعیت باکتريايی نسبت به گروه کنترل عمل  تمام  از بین بردن  

تعیین  می برای  مهاری MBCکند.  غلظت  حداقل  ابتدا   ،
((MIC   تعیینبه بصری  از    10و سپس    شد  صورت  میكرولیتر 

در   چاهک  هر  بالاترغلظتمخلوط  روی    MIC  از  های  بر 
از عنوان کمترين غلظتی  به  MBC  شدند.صفحات آگار کشت  

آن  اندولیزين   در  مشاهده  هیچ  که  باکتری  تعیین  کلونی  نشد 
 گرديد.

 

ارزیابی  پپتیدوگلیکان  یدیواره  تخلیص   فعالیت   و 

  KP27اندولیزین
 ارزيابی  برای  سوبسترا  عنوانبه  شدهخالص  پپتیدوگلیكان

به  استفاده  KP27  اندولیزين  آنزيمی  فعالیت دلیل همینشد. 
ارزيابی  سلولی  ديواره  تخريب  بر  KP27  اندولیزين  اثر  برای 

  باکتريايی  سوسپانسیون  کدورت  اورئوس،  استافیلوکوکوس 
  500  در  اورئوس   استافیلوکوکوس   سويه.  شد  گیریاندازه
 شد  داده رشد گرادسانتی درجه 37 دمای در 11( MHBلیتر )میلی

  شسته  PBS با بار سه سپس برسد، و  لگاريتمی فاز یمیانه به تا
 به  و  ترکیب  درصد  SDS   4لیتر   میلی  14  با  باکتری  پلت.  شد

 در  سانتريفیوژ  با  سلولی  ديواره.  شد  جوشانده  دقیقه  30  مدت
  آب   با  بار  چهار  شد،  جدا  دقیقه  15  مدت  بهفورس جی    10000

مولار با   HCl  1/0-تريس  بافر  لیتر  میلی  10  در  و  شسته  مقطر
pH    لیتر آنزيم تريپسین  گرم در میلیمیلی  5/0دارای    8/6برابر

  به   سانتیگراد   درجه  37  دمای  در  مولارمیلی  20و کلريد کلسیم  
پس  نمونه.  شد  انكوبه  ساعت  18  مدت   بار   چهار  از  سرانجام 

   اسید   کلرواستیکتری  لیترمیلی  2  در   مقطر  آب  با   شستشو
 درجه  4  دمای  در  ساعت  6  مدت  به  و  شده  حل  درصد  10

  پس از چهار   سلولی  یو در نهايت ديواره  شد،  انكوبه  سانتیگراد
 اندولیزين  شد و با  حل  PBS  در   مقطر  آب با  شستشوی ديگر  بار

KP27 [14]شد  انكوبه  گرادسانتی درجه 37 دمای در. 

 

 

 
10 Minimum bactericidal concentration 
11 Mueller Hinton Broth 

 آنالیز آماری 
نرم توسط  نمودارها  رسم  و  آماری   افزار  آنالیز 

 GraphPad Prism 9داده مقايسه  جهت  شد.  از  انجام  ها 
آماری   يک  t-testآزمون  واريانس  آنالیز    (ANOVA)طرفه  و 

شد از    pارزش  .  استفاده  معنیبه  05/0کمتر  درنظر  عنوان  دار 
 گرفته شد.

 

 هایافته
و   KP27اندولیزین    ایاسیدآمینه  توالی  استخراج

 سازیهمسانه
ژنیاسیدآمینه  توالی و    بانک  از   KP27اندولیزين    ای 
  و  شد  انک ژن استخراجبو    Uniprot  نام  به  پروتئین  اطلاعاتی

به   ژنی  توالی و  .  گرديد  سنتز  تجاری  صورت  آن  مكان  توالی 
نمايش داده شده است. قبل    1اندولیزين در شكل   سازیهمسانه

نمونه ارسال  به  از  اندولیزين  ژن  ورود  توالی،  تعیین  به  ها 
(  2تايید شد )شكل    PCRبا استفاده از    (+)pET28aپلاسمید  

توالی انجام شد   توسط تعیین  سازی همسانه  نهايی  و سپس تايید
 )داده نشان داده نشده است(.

 

 بیان و تخلیص اندولیزین 
جهت تخلیص از    ،پس از القا و بیان اندولیزين توسط لاکتوز

از   پس  شد.  استفاده  سفاروز  نیكل  تمايلی   کروماتوگرافی 
ها توسط  های پروتئینی، غلظت آنآوری و تخلیص فراکشنجمع

غلظت  بود  اين  از  حاکی  نتايج  و  شد  تعیین  برادفورد  روش 
 1/ 7و    48/2،  1/ 5به ترتیب    4، و  3،  2های  پروتئینی فراکشن

میلیمیلی بر  فراکشنبه   .بود  لیترگرم  اينكه  تايید  های  منظور 
الكتروفورز   از  هستند  اندولیزين  دارای   SDS-PAGEفوق 

نمايش   3استفاده شد که در آن باند پروتئینی مربوط به فراکشن 
است شده  مشاهده  3)شكل    داده  شكل  در  که  همانطور   .)

در می شده  تخلیص  اندولیزين  الكتروفورتیكی  تحرک  شود، 
کشت   باشد. از آنجايی که حجم محیطمیکیلودالتون    15حدود  

اندولیزين   تولید  و  القا  برای  استفاده  مقدار    ml  200مورد  بود 
حدود  مجموع  در  سیستم  اين  در  شده  تولید   پروتئین 

 گرم بر لیتر بود.میلی 5/28لیتر يا میلی  200گرم در میلی 7/5
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ای اندولیزين کلون  آمینهدر شكل بالا توالی اسید . pET28a(+)-KP27با نام   KP27نقشه مولكولی پلاسمید دارای ژن اندولیزين  ای و  آمینه اسیدتوالی    -۱شکل  

اسیدآمینه آن افزوده شده    131ای با کروماتوگرافی تمايل به  مرحلههیستیدين در موقعیت انتهای کربوکسیل پروتئین به منظور تخلیص تکهشت    شده که در آن 
و   NcoIبین دو آنزيم محدودکننده    KP27ژن    سازیهمسانهبا رنگ سبز مشخص شده است.    KP27موقعیت ژن  است، نمايش داده شده است. در شكل پايین  

XhoI  افزاز نقشه توسط نرم. انجام شده استSnapGene  .ايجاد شده است 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

. به منظور تايید حضور ژن  PCRالكتروفورز ژل آگاروز محصول  -2شکل 

پلاسمید    KP27اندولیزين   شده    (+)pET28aدر  ساخته  پلاسمید  از 
واکنش  به برای  الگو  شده    PCRعنوان  استفاده  پرايمرهای  شد.  استفاده 

و   NcoIطوری طراحی شدند که پرايمر رفت از بالا دست محل برش آنزيم 
شروع به تكثیر ژن    XhoIپرايمر برگشت از پايین دست محل برش آنزيم  

اندولیزين ژن  تكثیر  شده  مشخص  لكه  طول    کنند.  نشان    bp  4۹5به  را 
 دهد.می

 KP27اندولیزین  کشیفعالیت باکتری ارزیابی

به اندولیزين  تخلیص  از  اندولیزين پس  اينكه  تايید  منظور 
تخلیص شده در طی فرايند تخلیص فعالیت خود را حفظ کرده 

باکتری فعالیت  نه  يا  آن  است  سلولی  ديواره  تخريب  و  کشی 
باکتری فعالیت  بررسی  جهت  شد.  دو  کشیبررسی   باکتری   از 

منظور    اورئوس   استافیلوکوک  و  اشرشیاکلی بدين  شد.  استفاده 
و  25/0،  5/0،  1،  2،  4،  8های  غلظت  در   میكروگرم  12/0، 
 GraphPad Prismیبرنامه  استفاده شد. نتايج توسط لیترمیلی

و   غلظت   بالاترين  که  دهدمی  نشان  نتايج   شد.  رسم  آنالیز 
  باکتری   دو  روی(  لیترمیلی  در  میكروگرم  8)  اندولیزين

يعنی    کشندگی  اثر  بیشترين  اورئوس   استافیلوکوک  و  اشرشیاکلی
ترتیب   را  100و    ۹2به  غلظت   داشته  درصد  در  اما  های  است. 
بیشترين تاثیر کشندگی روی  لیتر  میكروگرم/میلی  2  پايین تر از

غلظت در  که  طوری  به  است  بوده  اشرشیاکلی    1  باکتری 
ازلیتر  میكروگرم/میلی روی درصد    50  بیشتر    کشندگی 

استافیلوکوک  داشتهاشرشیاکلی    25  اورئوس   در حالی که روی 
 .(1)نمودار  است موثر بودهدرصد 
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مسیر    -۳شکل اندولیزين.   از  1الكتروفورز  بعد  باکتری  پروتئینی  لیزات   ،

مسیر   لاکتوز،  توسط  مسیرMالقا  پروتئینی،  مارکر  پروتئینی  2:  لیزات   ،
  KP27ی  ، اندولیزين خالص شده 3باکتری قبل از القا توسط لاکتوز، مسیر  

 کیلودالتون. 15با وزن مولكولی حدود 

 

MIC  وMBC  اندولیزین KP27   
MIC،  قابل   رشد  از  که  باکتریضد  عامل  کمترين  به  

 جلوگیری  شبانه  کشت  از  بعد  هامیكروارگانیسم  یمشاهده
دو    برای  KP27اندولیزين  MIC  تعیین.  شودمی  گفته  کند،می

دو   اورئوس  استافیلوکوک  و  اشرشیاکلی   باکتری  باکتری 
 مهاری   اثر   بیشترين  . ه استشد داده  نمايش 2 نمودار صورتبه

 

 
. دايره و KP27 اندولیزين  کشیباکتری  فعالیت  سنجش  نمودار  -۱  نمودار

  اشرشیاکلی   باکتری  دو   روی  کشیباکتری  فعالیت  نمودار  ترتیببه   مربع توپر 
می  استافیلوکوک  و  نشان  را  معنی†  دهد.اورئوس  اختلاف  سطح  :  در  دار 

01/0  > p     001/0دار در سطح  اختلاف معنی:  ‡و  > p    را با گروه کنترل
 دهد. نشان می

برای لیتر  میكروگرم/میلی  16  اشرشیاکلیباکتری    قابل مشاهده 

 پس از  بود. لیتر  میكروگرم/میلی  8  اورئوس   استافیلوکوکو برای  

اندولیزين   مهاری  غلظت  شدن  مدت    KP27مشخص  در 
زمان يک شب انكوباسیون، از کمترين غلظت مهارکنندگی  

ها روی صفحات پلیت آگار  تا بیشترين غلظت و کشت آن 
MBC    تعیین شد. نتايج بدست آمده نشان داد کهMBC  

باکتری  به    اورئوس   استافیلوکوک  و  اشرشیاکلیهای  برای 

 بود. لیتر میكروگرم/میلی 32و  64 ترتیب
 

 
 

موج    -2نمودار   طول  اشرشیاکلی  600جذب  باکتری  دو    و   نانومتر 

غلظت  استافیلوکوک در  اندولیزين  اورئوس  مختلف  نمودارKP27های   . ،  
بر    MICدهد. تعیین  های بالا نشان میمهار رشد دو باکتری را در غلظت

مشاهده و  بصری  به صورت  کار  روش  در  شده  گفته  کار  روش  ای  اساس 
شد. مربعدايره  انجام  و  باکتری  ها  رشد  مهار  نمودار  ترتیب  به  توپر  های 

نشان می را  اورئوس  استافیلوکوک  و  اختلاف معنی†  دهد. اشرشیاکلی  دار  : 
با     p <  001/0دار در سطح  اختلاف معنی:  ‡و     p <  01/0در سطح   را 

 دهد.گروه کنترل نشان می
 

سلولی دیواره  تخریب  فعالیت  اندولیزین    ۱2ارزیابی 
KP27   

باکتریازآنجايی فعالیت  اندولیزينکه  بواسطه کشی  ها 
آن آنزيمی  سلولی فعالیت  ديواره  پپتیدوگلیكان  لايه  روی  ها 

اندولیزين تخلیص شدهها میباکتری آنزيمی  اثر  مورد    نیز  باشد 
بدين گرفت.  قرار  سلولی بررسی  ديواره  استخراج  از  پس  منظور 

اندولیزين قرار گرفت  باکتری، محلول ديواره سلولی در معرض 
تغییرات   ارزيابی شد  آن  کدورتو  نتارا  آمده    جي.  نشان  بدست 

  دار در حدودمعنیکاهش  KP27 نيزیاندول در حضور داد که

 
12 Cell wall degradation assay 
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رخ  کدورت    دردرصد    20 اولیه  ساعت  نیم  طی  در   محلول 
آن  می از  پس  و  میدهد  کند  سلولی  ديواره  شود  تجزيه 
از گذشت  طوریبه بعد  از    2که  اولیه   8/0به    2/1ساعت جذب 

  .(3)نمودار  يابدکاهش میدرصد  35 يعنی

 

 بحث
با  هايیآنزيم  اخیر،  هایسال  در   خاصیت   زيادی 

باکتريوفاژها جداسازی   از  هاضدباکتريايی تحت عنوان اندولیزين
  مورد   in vitro و in vivo صورت نوترکیب درو پس از تولید به 

قرارگرفته  بررسی پژوهش  اندولیزين  ازآنجايیاند.  و   KP27که 
  های ساختاری و ها ويژگیاندولیزين    از بسیاری     با   مقايسه  در  

بنابراين تولید و    [15]عملكردی بهتری از خود نشان داده است  
اهمیت بررسی از  آن  ساختار  و  فعالیت  زمینه  در  بیشتر    های 

دمايی پايداری  از  حاکی  اولیه  بررسی  است.  برخوردار   13زيادی 
  باشد به طوری که بعد از مجاورت در برابر دمایبالای آن می

سانتیگراد    70 دمای  1مدت  به درجه  حتی  و  درجه    80  ساعت 
در دهد.  دقیقه فعالیت خود را از دست نمی  15مدت  به سانتیگراد  

اندولیزين   کدکننده  ژن  حاضر  آنزيم   KP27پژوهش  دو    بین 
بیانی    در  XhoIو    NcoIمحدودکننده     pET-28aوکتور 

بوده و از   T7قوی  اين وکتور دارای پروموتور شد. سازیهمسانه
 های نوترکیب درتولید پروتئین  برای     بالايی  و     مناسب  کارايی  
در اين مطالعه    .[16]ت  اشريشیاکلی برخوردار اس  باکتری  میزبان

از   استفاده  اندولیزين    سازیهمسانهبا  کدکننده  در    KP27ژن 
بیانی   با    KP27پروتئین    (+)pET28aپلاسمید  بالا  با کارايی 

      با موفقیت تولید و تايید شد.گرم/لیتر میكرو 5/28 غلظت

 اين   از  اینمونه  VB_KpnM_KP27 فاژ  از KP27 اندولیزين
  ديواره  تخريب  برعلاوه  که  باشدمی  هیدرولاز  هایآنزيم

منفی،  گرم  هایباکتری  پپتیدوگلیكان گرم  و   پايداری  از  مثبت 
  برخوردار   انسانی  اپیتلیال  هایسلول  در  سمیت  عدم  و  بالا 
  ضدباکتريايی   جزء  يک  عنوانبه  را  آن  تواندکه می  [8]باشد  می
نگهداریفناوری  در ضدعفونی  مواد  های   های سازی  غذايی، 

 تشكیل  از  جلوگیری  در  همچنین  و  دامپزشكی  بیمارستانی،
  مطرح کند. اين اندولیزين برای اولین بار در لهستان   ها  بیوفیلم
شناسايی   2017و همكاران در سال    Drulis-Kawa  تیمتوسط  

شد.   معرفی  آنتیويژگیو  دو های  بیوشیمیايی  و  باکتريايی 

 
13 Thermostability 

منشا  KP15و    KP27اندولیزين   با  ترتیب  فاژ   به   دو 
VB_KpnM_KP27    وVB_KpnM_KP15   بررسی مورد 

علاوه بر  ها  که اين اندولیزين  شده استو مشخص    هقرار گرفت
پايداری    اينكه خاصیت    هستند  برخوردار  بالايیاز  دارای 

بالا روی سويه منفی، و عدم سمیت روی های گرمهیدرولازی 
آن    یکدکننده  فوق ژن  در مطالعه  نیز هستند.  های انسانیسلول

و   سازیهمسانه  pEXP-5-CT/TOPO® TAدر وکتور بیانی  
 .[8] شد بیان

ها کنترل باکتری  برای  نوينی  رويكرد  هااندولیزين  از  استفاده
باکتريايی    هایعفونت   ها وهای غذايی، تجزيه بیوفیلمو پاتوژن

از اين   دارو  چند  به  مقاوم  هایسويه  جمله  بیمارستانی  است. 
 باکتريايی،  انتخابی  سمیت  بالا،   اختصاصیت  علتبه   هاآنزيم

 تولید  سخت،  هایمحیط  در  استحكام  سريع،  لیتیک  عملكرد
 های نامزد  پايین، مقاومت ايجاد احتمال همه  از  ترمهم و  ارزان

 دهکنن تعديل  و  هابیوتیکآنتی  جايگزينی  برای  ایامیدوارکننده
به   خاص  هایباکتری اندولیزينطوریهستند  مثل  که  هايی 

SAL200  ،301-CF استافكت  ،14  SA.100    که مدولیزين  و 
 .  [17 ،18]اند های بالینی و حتی صنعتی شدهوارد فازهای آزمون

 KP27منظور بررسی اينكه آيا اندولیزين  به  تخلیصپس از  
طی فرايند بیان و سپس تخلیص فعالیت خود را حفظ کرده   در

کشی و فعالیت تخريب ديواره های باکتری است يا نه از سنجش
اشرشیاکلی باکتری  دو  علیه  اورئوس    استافیلوکوک  و  سلولی 

بدين شد.  غلظتاستفاده  اندولیزين منظور  مختلف   های 
رقتبه ازصورت  سريالی   لیتر میكروگرم/میلی  8  سازی 

نتايج  لیتر  میكروگرم/میلی  12/0تا   شد  بررسی  و   آزمونتهیه 
  غلظت صورت وابسته به  نشان داد که اندولیزين به   کشیباکتری

ازبین باکتریباعث  اشرشیاکلیبردن    استافیلوکوک   و  های 
لیتر  میكروگرم/میلی  8  شود به طوری که در غلظتاورئوس می

 داد. وجود فعالیت لیتیک در اندولیزين  نشان    را  فعالیت    حداکثر  
تخلیصنشان فرايند  طی  در  اندولیزين  فعالیت  حفظ    دهنده 

نشان داده شده    1براين، همانگونه که در نمودار  علاوه  باشد.می
غلظت در  اندولیزين  اثربخشی  از  است  کمتر  میكروگرم    4های 

 اورئوس      استافیلوکوک    از      بیشتر  اشرشیاکلی    باکتری     روی  
میمی موضوع  اين  دلیل  که  سلولی  باشد  ديواره  احتمالًا  تواند 

     لازم به.  باشد  ضخیم آن در مقايسه با ديواره سلولی اشرشیاکلی
 
 

 
14 Staphefekt SA.100 
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سنجش فعالیت تخريب ديواره سلولی توسط اندولیزين. ديواره    -۳نمودار  

اندولیزين   مجاورت  در  بازه  KP27سلولی  در  و  گرفت  زمانی  قرار  های 
  های توپر( )مربع سنجیده شد. در نمونه کنترل nm600مختلف جذب آن در 

شد.  PBSاز   استفاده  اندولیزين  جای  معنی†  به  اختلاف  سطح  :  در   دار 
01/0  > p    001/0دار در سطح  اختلاف معنی:  ‡و  > p    را با گروه کنترل

 دهد. نشان می

 
 

ازآنجايی است  پروتئینذکر  خارجی که  غشا  از  نفوذ  به  قادر  ها 
نفوذپذيرکردن غشا خارجی های گرمباکتری برای  نیستند  منفی 
. با وجود اين، استفاده شدمولار  میلی 0/ 5 از اشرشیاکلی باکتری

تنهايی نیز  و نیز اندولیزين به   EDTAها از  در کنار تمامی آزمون
بدست نتايج  بود که  استفاده شد.  اين  از  و    EDTAآمده حاکی 

تنهايی اثر منفی در رشد باکتری اشرسیاکلی نداشته  اندولیزين به
)داده نشدند(است  داده  نشان  روی   .ها  کمتری  مطالعات 
مطالعات   KP27اندولیزين   اين  از  يكی  در  است  شده   انجام 

دندر به  ونینانوذرات  افزايشنقره  نفوذدهندهعنوان  پذيری ی 
آئروژينوزا   سودوموناس  باکتری  و   لیزوزومهمراه  بهغشای 

از    KP27اندولیزين   حاکی  نتايج  و  گرفتند،  قرار  بررسی  مورد 
در   .[1۹]  بود   KP27 اندولیزين  يیباکترياافزايش خاصیت آنتی

، به صورت تجاری KP27 ی اندولیزينکدکننده  ژناين مطالعه  
و   سازیهمسانه  pEXP-5-CT/TOPO® TAدر وکتور بیانی  

بودشد  بیان نانوذراته  شده  .  دندرونی  نفوذ    نقره  افزايش  با 
به   اندولیزين  دسترسی  باکتری،  خارجی  غشای  لايه  پذيری 

افزايش   را  باکتری  قدرت پپتیدوگلیكان  افزايش  باعث  و  داد 
  در  .شدمیكرومولار    5  در غلظت  KP27ضدباکتريايی اندولیزين  

نفوذمطالعه برای  حاضر،  باکتری ی  خارجی  غشای   پذيرکردن 

اشرشیاکلی منفی  استفاده    EDTAمولار  میلی  5/0  از  گرم 
   گرديد.

اندولیزين وسیع  لیتیک  کاربرد  فعالیت  غذايی،  امنیت  در  ها 
باکتریآن علیه  و ها  عفونی  و  غذايی  منشا  با  پاتوژن  های 

باکتری  آنتیهمچنین  به  مقاوم  بههای  و  غلظت  بیوتیک  علاوه 
آن  است  موثر  شده  ارائه  متعددی  مطالعات  در  .  [20]ها 

باکتری،  2020در سال  ديگری    در مطالعهباوجوداين،   کشی اثر 
های  بر باکتری  LysSAP26 های نوترکیب ديگر مثلاندولیزين

بررسی  گرم مثبت  و  فعالیت شدمنفی  نمايانگر  نتايج  و   ،  
  در  بود. در سويه های گرم منفی و مثبت آنی بالای يباکترياضد

اندولیزين   اثر  مطالعه  روی   SAP-26فاژ    LysSAP26اين 
آنتیباکتری به  مقاوم  آسینتوباکتر    کارباپنمبیوتیک  های  مثل 

پنومونیه و اشرشیاکلی    کلبسیلا  بومانی، سودوموناس آئروژينوزا،
لیتر میكرومولار/میلی  5-80  بررسی شد و غلظت موثر اندولیزين

فاژ   اندولیزين  ديگر  مطالعه  در  شد.  نام   STG2برآورد   به 
LysSTG2   به باکتریرا  روی  و  تولید  نوترکیب  های  صورت 

نمونه در  پوتیدا  و سودوموناس  آئروژينوزا  آب  سودوموناس  های 
های ساخته شده معدنی، شیر ماهی سالمون و همچنین بیوفیلم

پلی رزين  سطوح  و  در  بررسی  ضدزنگ  استیل  و   استیرن 
 100  در غلظت  LysSTG2د که اندولیزين نوترکیب  شمشاهده  

معنیبهلیتر  میكرومولار/میلی و  موثر  کاهش  طور  باعث  داری 
نمونه در  غلظترشد  در  و  شد  غذايی  مواد  گرم  میلی  1  های 

داری باعث تجزيه بیوفیلم تشكیل شده در  طور معنیبهلیتر  میلی
پلی شد  سطوح  ضدزنگ  استیل  و  مطالعه [21]استیرن  در   .

  LysSTG2و  LysSAP26های  در مقايسه با اندولیزين ،حاضر
غلظت  KP27اندولیزين   ازدر  کمتر   میكرومولار/   1  های 

گرملیتر  میلی باکتری  دو  علیه  و نیز  اشرسیاکلی  مثبت  و  منفی 
سنجشی است که   MIC  اورئوس موثر عمل کرد.  استافیلوکوک

حداقل غلظت مورد نیاز يک ماده ضدمیكروب برای مهار رشد  
در   باکتری  مشاهده  می   in vitroقابل  تعیین  در  [22] کند  را   .

اندولیزين تولیدی بر علیه    MBCو    MICپژوهش حاضر میزان 
باکتری   و   اورئوس   استافیلوکوکو    اشرشیاکلیدو  شد  برآورد 
آن  اشرشیاکلی  ترتیببهها  مقادير   64و    16  برای 

  32و    8  اورئوس   استافیلوکوک  برایلیتر  میكرومولار/میلی
 . آمد بدستلیتر میكرومولار/میلی

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

pp
.p

hy
ph

a.
ir

 o
n 

20
25

-0
9-

01
 ]

 

                             9 / 12

http://ijpp.phypha.ir/article-1-723-fa.html


 و همكاران  زارع      KP27تولید نوترکیب اندولیزين 

 

  

 137-148صفحه  ،18، پیاپی 8، دوره 1403سال  146 مجله فیزيولوژی و فارماکولوژی ايران 

 

 روی   HY-133  اندولیزين  اثر  به   مربوط  یمطالعه  در
 12  برابر  دو  هر  MBC  و   MIC  اورئوس   استافیلوکوک

  يكسان   میزان  دهندهنشان  بودلیتر  میكرومولار/میلی
  میزان   اين  کهدرحالی  [23]  بود  کشیباکتری  و  مهارکنندگی

  اورئوس  استافیلوکوک  باکتری  برابر  در  KP27  اندولیزين  برای
 32  برابر  MBC  ولیتر  میكرومولار/میلی  8  برابر   میزان

  ی مطالعه  از  کمتر  آن  MIC  میزان   که  بودلیتر  میكرومولار/میلی
 به   که  تحقیقاتی  در  علاوه  به.  است  همكارانش  و  15کناک 
 از   مشتق  کايمريک  پروتئین  از  همكارانش  و  16ويپرا   یوسیله

  و   MIC  میزان  است  شده  گزارش   p128  نام  به  باکتريوفاژی
MBC   ترتیب  به  اورئوس   استافیلوکوک  مختلف   هایسويه  برای 

 برای  مورد  همین  و  ،[24]  باشدمیگرم/لیتر  میلی   16و    8
شده گرم/لیتر  میلی  8-32  میزان  CF-301   اندولیزين گزارش 

   مطالعه  مورد   KP27  اندولیزين  MIC  با  برابر   که  است
 . [25] است

اندولیزين   باکتريايی  ضد  فعالیت  بر  فعالیت  KP27علاوه   ،
بدين شد.  بررسی  نیز  آن  سلولی  ديواره  از تخريب  پس  منظور 

اندولیزين با  دنبال    آن  کدورتتغییرات    ،مجاورت ديواره سلولی 
نتاشد آمده  جي.  دست  معنی  به  کاهش  از  کدورت  حاکی  دار 

حدود در  از  درصد    20  محلول  پس  اولیه  ساعت  نیم  طی 
در سال    در تحقیقی کهباشد.  می    KP27  نيزیاندول  مجاورت با

انجام گرفت، سوسپانسیون پپتیدوگلیكان خالص شده در    2023
سانتیگراد    37  دمای حضوردرجه  ا  4  در  مولار   زمیكروگرم 

LL-37،  6/1    از  میكرومولارPly2660    و ترکیبی از هر دو قرار
گرفت که با توجه به نتايج بدست آمده بیشترين درصد کاهش  

ترکیب   مرتبه  Ply2660 + LL-37را  در  بعد  و    Ply2660ی 
 .  [14]داشتند 

 

 گیرینتیجه
اندولیزين       KP27با وجود مطالعات کمتری که در زمینه 

باتوجه  است  شده  و  انجام  آن  بالای  تولید  و  بیان  مقدار  به 
آن   بالای  فعالیت  اندولیزينهمچنین  با  مقايسه  مثل  در  هايی 

HY-133  ،P128    وCF-301   منفی و دو باکتری گرم   بر علیه
مثبت  میاورئوس   استافیلوکوک  و  اشرشیاکلی  گرم  را  ،  آن  توان 

 
15 Knaack   
16 Vipra   

های کاربردی و متعاقب آن صنعتی  گزينه مناسبی برای پژوهش
 پیشنهاد داد.  ی موجودها بیوتیکبه جای آنتیشدن 

 

 سپاسگزاری
در مقطییع   زينییب زارعنامه خانم  اين مطالعه بخشی از پايان

 باشد.می  1۹4۹3با شماره ثبت  بیوشیمی بالینی کارشناسی ارشد
 

 ملاحظات مالی
معاونییت پژوهشییی دانشییگاه   یمییال  تيیی پژوهش با حما  نيا

 .انجام شد ارومیه
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Abstract 
 
Background and Aim: Endolysin of phage KP27 is a protein with a molecular mass of 14.7 kDa, which has 

endopeptidase activity against bacterial cell walls. Due to limited research on endolysin KP27 and its superiority against 

harsh environmental conditions such as temperature and pH, the aim of this study is recombinant production and 

investigation of its antibacterial activity against two gram-negative and positive bacteria 

Methods: KP27 endolysin gene was cloned between two restriction enzymes NcoI and XhoI in plasmid pET-28a(+). E. 

coli BL21 (DE3) was used for expression and production and Purification was performed by Ni2+-NTA sepharose 

chromatography. Bactericidal activity tests, MIC and MBC against Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria 

and cell wall degradation were used to investigate the antibacterial and enzymatic activities of endolysin, respectively. 

Statistical analysis and generation of graphs were achieved by Graphpad Prism software. 

Results: Endolysin KP27 was successfully cloned and produced with high efficiency in the amount of 28.5 mg/L of 

culture medium. Bactericidal activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria was over 50% at the 

concentrations of 4 µg/ml. For Escherichia coli, MIC and MBC were calculated 16 and 64 µg/ml while for  

Staphylococcus aureus they were 8 and 32 µg/ml, respectively. Evaluating the cell wall degradation activity of 

endolysin indicated a 20% decrease in the turbidity of the solution after half an hour incubation with endolysin.  

Conclusion: Considering the high expression and production as well as its high activity against both Gram-

negative and Gram-positive bacteria, endolysin KP27 can be suggested as a convenient candidate for further 

applied research and subsequent industrialization instead of antibiotics. 

 

Keywords: Endolysin KP27, Bacteriophage, Recombinant protein, Cell wall, Antibiotic resistance,  
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