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  ۱۵/۱۲/۸۶ :تاريخ پذيرش مقاله       ۱۱/۹/۸۶ :تاريخ دريافت مقاله

  :چکيده

هـاƽ كريـستالي تـك مولكـولي سـاخته شـده از تحـت واحـدهاƽ پروتئينـي يـا                       آرايـه ) S-layer( پـروتئين سـطحي    :فاهـد ازمينه و   

 ترياباک آركي ها و ها، باكترƽ ترين ساختار پوشش سلولي در بسيارƽ از ارگانيسم   بعنوان خارجيS-layer. باشد گليكوپروتئيني مي 

 ايـن   باعـث شـده  ،بـر روƽ سـطوح مختلـف    S-layerعلت خصوصيات ساختارƽ آنها و توانايي خود تجمعـي  ه ب. شناخته شده است  

 ســويه  تحقيــقدر ايــن لــذا  . در نــانوبيوتكنولوژƽ، نــانوتكنولوژƽ، بيوتكنولــوژƽ و علــوم پزشــكي مــورد توجــه قــرار گيــرد ســاختار

 بـي هـوازƽ      شرايط  تحت  در آن  S-layerدليل داشتن خواص پروبيوتيكي انتخاب و توليد پروتئين           به    ATCC4356 لاکتوباسيلوس اسيدوفيلوس 

  .   مورد بررسي قرار گرفتCO2 درصد ۵و 

 درصـد  ۵ تحت شـرايط بـي هـوازƽ و    MRS broth در محيط Lactobacillus acidophilus ATCC4356 باکترƽ: بررسیروش

CO2     ƽدر دما C°۳۷ توسط تيمار سلول ها بـا هيدروکلرايـد گوانيـدين          لاکتوباسيلوس اسيدوفيلوس  سطحي   پروتئين.  شد  داده  کشت  

)M۴ ( روشسپس پروتئين ها توسط. دگردياستخراج  SDS-PAGEآناليز شدند  .   

 رنـگ آميـزƽ شـد و        ، و آناليز آنها، ژل مورد نظر به وسيله کوماسـي برليانـت بلـو              S-layer پس از استخراج پروتئين هاƽ       :يافته ها 

 درصـد  ۵  باکترƽ هاƽ رشد يافتـه در شـرايط بـي هـوازƽ و     S-layer کيلودالتن مشاهده شدند و پروتئين هاƽ     ۴۳باندهاƽ پروتئين   

CO2با يکديگر مقايسه گرديدند .  

 درصـد   ۵ بودن شرايط بي هوازƽ براƽ جداسازƽ اين پروتئين سطحي نسبت بـه شـرايط                 نتايج حاصله بيانگر مطلوب    :نتيجه گيری 

CO2باشد مي .  

  S-layer ، Lactobacillus acidophilus، پروبيوتيکلايه سطحي،  :كليد واژه ها
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٤٨  ... در شرايط بي هوازی وS-layerبررسي توليد نانوساختار /       

  :مقدمه

ارجي ترين پوشـش سـلولي بـسيارƽ از         ـه خ ـکساختارهاƽ منظمي   

را  باکتريـا رم مثبت و گـرم منفـي و آرکـي           ـاƽ حقيقي گ  ـاکترƽ ه ـب

 شـناخته  S-layer) (ل مي دهند، تحت عنوان لايـه سـطحي  ـتشکي

ــد ــده ان ــستالي   ). ۱( ش ــاƽ کري ــه ه ــاƽ ســطحي آراي ــه ه ــن لاي اي

ا يــاƽ پروتئينــي ـولي تــشکيل شــده از تحــت واحدهـــولکـــمونوم

 نـ پروتئي ـ اƽـد ه ـ ـتحت واح ـ  ).۱-۴( دـاشنـب وپروتئيني مي ـگليک

S-layer            به طور غير کووالانت به يکديگر و ديواره سلولي متـصل 

ه کننده مثل اوره يـا هيدروکلرايـد         دناتور شده اند که توسط ترکيبات    

زيــر ). ۲،۵(  شــوند مــيگوانيــدين بــه مونومرهــاƽ ســازنده تبــديل

ƽواحدها S-layer       توانايي خود تجمعي مي باشـند ƽکـه  ) ۴(  دارا

               ƽبـستر هـا ƽبر رو ƽمنظمي به صورت يک لايه دو بعد ƽآرايه ها

هـا و    آب، فيلم هاƽ ليپيدƽ و ليپوزوم     _جامد، در سطح مشترک هوا    

 يا در سوسپانسيوني کـه عامـل دنـاتوره کننـده حـذف شـده باشـد،                

عملکردهاƽ مختلفي براƽ اين لايه سـطحي       ). ۲،۴(تشکيل مي دهند    

لايه اƽ محافظ، همچنين براƽ      بعنوان    S-layer. گزارش شده است  

 مولکـول هـا،    دام انـداختن يـون هـا و   حفظ شکل سلولي، براƽ بـه   

نيز در برخي از باکترƽ ها عامـل         و   جايگاه اتصال برخي از آنزيم ها     

دسـتگاه گـوارش انـسان و        ).۱،۲،۶(  شناخته شـده اسـت     ويرولانس

 ـ   ـحيوان انيـسم هـا از جملـه       ـروارگـاعي از ميک  وـات محل زندگي ان

 لاکتوباسـيلوس هـا يکـي از        .اƽ لاکتوباسيلوس مـي باشـد     ـه ه ـگون

جنس هاƽ متعلق به گروه باکتريايي اسيد لاکتيک مي باشند کـه بـه               

دليل نقش آنها در توليد و نگهدارƽ بسيارƽ از محـصولات غـذايي              

 بـسيارƽ از    ).۷، ۸( برخوردار هـستند   ويژه اƽ ده از اهميت    تخمير ش 

       ƽجـنس لاکتوباسـيلوس دارا ƽگونه هـا S-layer    ۲(مـي باشـند .(

مفيــد ي ميزبانــشان ـراƽ سلامتـــوباسيلوس هــاƽ متعــددƽ بـــلاکتــ

 ـ دـور مت ـ ـطـه  د و ب  ـده ان ـه ش ـشناخت وتيک ـوان پروبي ـ ـعن ــه  اول ب

امروزه بعلت نقش مهم     S-layer .)۲،۹،۱۰،۱۱( ي شوند ـم ادهـاستف

اƽ برخـوردار    ويـژه    پروبيوتيک ها در سلامت ميزبانشان از اهميـت       

  اهميـت ايـن سـاختار در اتـصال سـويه هـاƽ             .)۱۱( گرديده اسـت  

ATCC4356 و Lactobacillus acidophilus M92 در 

 ).۹( و همکارانش ثابت شـده اسـت         Frece دستگاه گوارش توسط  

 از ديـواره    S-layerمطالعات مختلفـي جهـت جداسـازƽ پـروتئين          

 بـراƽ   ۱۹۹۲ و همکارانش در سال    Lortal. سلولي انجام شده است   

 ƽــاکتر ــدروليز  L. fermentiجداســازƽ ايــن ســاختار در ب از هي

ين، هيدروکلرايد گوانيد از L. brevisدر  آنزيماتيک پپتيدوگليکان ،

از  L. helveticusو در ) SDS(اوره و سديم دودسـيل سـولفات   

 ۱۹۹۳و همکارانش در سال   Boot).۹( استفاده نمودند  کلرايدليتيم

 و همکـارانش در     Smitاده از هيدروکلرايـد گوانيـدين و        ـا استف ـ ـب

 پروتئين لايـه سـطحي را در         کلرايد مـاده از ليتي  ـا استف ـ ب ۲۰۰۱سال  

L. acidophilus ATCC4356   نمودنـد ƽدر ). ۱،۴( جداسـاز

 و همکارانش برروƽ اثـر شـرايط     Jakava-Viljanen  ۲۰۰۲سال  

 L. brevisهوازƽ و بي هوازƽ بر بيان ژن هاƽ پروتئين سطحي در

ATCC14869  اثر ترکيبات   ۲۰۰۵ و در سال     )۱۲(  تحقيق نمودند 

 L. acidophilus متفـاوت محـيط کـشت بـر روƽ لايـه سـطحي      

ــرار بررســي مــورد و همکــارانش  Schar-Zammarttiتوســط  ق

لايه سطحي در    کهتحقيقات نشان مي دهند     به طور کلي    ). ۷ (گرفت

ار ثـابتي نمـي باشـد و بيـان ژن آن تحـت              ـا يک ساخت ـ  ـه رƽـباکت

 شرايطتاثير  سعي نموديم    ما   تحقيقدر اين   لذا  . شرايط محيطي است  

ج سـلولي   نانوسـاختار خـار   را بر روCO2     ƽ درصد   ۵بي هوازƽ و    

 ƽباکترL. acidophilus ATCC4356  و نيز بـا هبررسي نمود  

ƽاين ساختار    جداساز         ƽبـر رو ƽدر  آن   زمينه انجام تحقيقـات بعـد

جالب توجه اينكه تحقيق حاضر، اولين گزارش علمي        . کشور فراهم گردد  

   .باشد ها مي  در اين گونه از لاكتوباسيلوسS-layerدر مورد توليد 

  :مواد و روش ها

بـراƽ فعـال نمـودن سـويه         :سويه باکتريايي و شـرايط کـشت آن       

Lactobacillus acidophilus ATCC4356 )    تهيـه شـده از

، نمونه ليـوفليزه بـاکترƽ فـوق در محـيط           )کلکسيون ميکروبي آلمان  

MRS broth (MERCK)     ƽدر دمـا ƽتحت شـرايط بـي هـواز 
C˚۳۷    ت سويه فوق پس از کـش     .  شد  داده  ساعت کشت  ۴۸ به مدت

 -C˚۲۰گليـسرول در دمـاƽ   % ۱۰ حـاوMRS broth  ƽدر محيط 

  .نگهدارƽ گرديد

 بـيش از ده     S-layerعلـت اينکـه پـروتئين       ه   ب :تعيين منحني رشد  

 گـردد   مي درصد پروتئين کل سلولي را در فاز لگاريتمي رشد شامل         

.  باکترƽ در فاز لگاريتمي باشد     ستي باي S-layer براƽ جداسازƽ    لذا

ام شده براƽ جداسازƽ اين ساختار در شرايط بـي          طبق مطالعات انج  

ƽاز هـــواز Lactobacillus acidophilus ATCC4356 ،

   ƽجذب نور)OD (            بـا طـول مـوج ƽبـاکتر ƽسوسپانـسيون حـاو

nm۶۹۵  ،  در اين    همچنين .)۱،۴( در نظر گرفته شده است       ۷/۰برابر 

 Lactobacillus acidophilusدر انتهاƽ فاز لگاريتمي  شرايط،

LA1-1  ۱۴  در اين تحقيق    لذا .)۱۳( است    گرديده  ساعت گزارش  

 در شرايط بي هـوازƽ ترسـيم        مورد آزمون باکترƽ  براƽ  منحني رشد   

 که بـا شـرايط بـي هـوازCO2    ƽ   درصد۵د و تنها براƽ شرايط شن

 ـ  اين منحني تعيين و ترسـيم      ،مورد مقايسه قرار گرفت    بـراƽ  . دگردي
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 /موج خالقي و همکاران                                         )                             ۱۳۸۶ زمستان ۴ شماره ۱سال ( مجله ميکروب شناسي پزشکي ايران 

 

٤٩

ــور   ــن منظـــــ ــاکترƽ  ايـــــ ــبانه بـــــ ــشت شـــــ                      از کـــــ

Lactobacillus acidophilus ATCC4356 بـــه انـــدازه 

 و دش تلقيح ، تازه MRS broth به محيط ۱:۱۰۰)حجمي/حجمي(

و  دگردي گذارƽ گرمخانه ٣٧°C  دماƽدرCO2  درصد ۵در شرايط 

 سـاعت، جـذب     ۲۴به مدت   ) بلافاصله پس از تلقيح   (  زمان صفر    از

  nm۶۹۵ بـا طـول مـوج        سوسپانسيون حاوƽ باکترOD (  ƽ(ورƽ  ـن

ــر  ــاعت۲ه ــار س ــپکتروفوتومتر    يکب ــتگاه اس ــتفاده از دس ــا اس   ب

(Spectronic 210, Milto Roy) دش بررسي.  

    ،ƽفوق به مـدت         در خصوص شرايط بي هواز ƽپس از کشت باکتر 

     .خوانده شد nm ۶۹۵    جذب نورƽ آن در طول موج،ساعت ۱۴

ــروتئين ــازƽ پ ــروتئين لا  :جداس ــازƽ پ ــراƽ جداس ــطحي ب ــه س ي

Lactobacillus acidophilus ATCC4356 ، ml ۵ از 

 MRS محـيط کـشت تـازه    ml ۵۰۰کشت شبانه باکترƽ فوق بـه  

broth  نمونـه کـشت شـده در           .  تلقيح گرديد ƽزمانيکه جذب نـور

ــي هــوازƽ و  ــوج  درC˚۳۷در CO2  درصــد ۵شــرايط ب  طــول م

nm۶۹۵ رســيد، ســلول هــا بــه وســيله ســانتريفوژ بــا دور ۷/۰ بــه 

g*۱۵۰۰۰    دقيقه در    ۱۵ به مدت C˚۴     ب رسـو .  رسـوب داده شـدند

ــسته     ــرد ش ــا آب س ــه ب ــلولي دو مرتب ــار   س ــت تيم  ml۱۰و تح

به مدت يـک سـاعت در        ) pH ۰/۷( مولار ۴هيدروکلرايدگوانيدين  

  ƽدماC˚۳۷  پس از آن در     . قرار گرفتندg*۱۸۰۰۰    دقيقه  ۱۵ به مدت 

 مقطـر ديـاليز      در آب  C˚۴مـايع رويـي در دمـاƽ        . سانتريفوژ شـدند  

 Q بـافر    ml ۱در  "  ليوفليزه شـده و مجـددا      نمونه دياليز شده  . شدند

  . ن درآمدندوبه صورت سوسپانسي) ۱(

بـراSDS-PAGE:    ƽآناليز پروتئين هاƽ لايه سـطحي توسـط         

 SDS-PAGE  ،µli ۱۵انجام آناليز پروتئين لايـه سـطحي توسـط          

 دقيقـه   ۱۰ بافر نمونه مخلوط شده و به مدت         µli۵نمونه پروتئين با    

روƽ ژل پلي آکريل    ) µli۲۰(  جوشانده و سپس نمونه ها     C˚۱۰۰در  

ژل با استفاده از کوماسي  .  ولت جريان يافتند   ۱۰۰در ولتاژ   % ۱۲آميد  

رنگ هاƽ اضافي بـر روƽ ژل و     براƽ حذف    بلو رنگ آميزƽ شده و    

بـر رنـگ زدايـي      تشخيص باندهاƽ پروتئيني، توسط محلـول رنـگ         

  .  گرديد

  :يافته ها

 در Lactobacillus acidophilus ATCC4356منحني رشـد  

 برابـر   OD695 براƽ تعيين زمان رسـيدن بـه         CO2 درصد   ۵شرايط  

 حـدود    اساس اندازه گيرƽ هاƽ انجام شـده،       بر.  محاسبه گرديد  ۷/۰

  ساعت براƽ رسيدن به جذب نورƽ مـورد نظـر لازم مـي باشـد               ۱۷

 نـورƽ   جذب شت شده در شرايط بي هوازƽ،      نمونه ک  در ).۱شکل  (

 ســاعت ۱۴ پــس از nm۶۹۵نمونــه مــورد آزمــون در طــول مــوج 

بررسـي   ،C˚ ۳۷در دمـاƽ    گرمخانه گذارƽ نمونـه در شـرايط فـوق          

به جذب نورƽ مورد نظر نرسيده بود       نمونه   ، اين مدت  در  که .دگردي

 ـ      را در شرايط اوليه قرار داده تـا        آن" او مجدد   ۷/۰ ورƽ بـه جـذب ن

  .درسي

پس از رنگ آميزƽ ژل و رنگ زدايي آن، يک باند مشخص بـا وزن               

) ۱( شناخته شـده اسـت     S-layer کيلودالتون که بعنوان پروتئين      ۴۳

نکته جالب توجه اينکه در نمونه حاصـل  . )۲شکل  ( مشاهده گرديد   

از رشد باکترƽ در شرايط بي هوازƽ شدت رنـگ و ضـخامت بانـد               

 نسبت  S-layerيزان بيشتر توليد پروتئين هاƽ      مورد نظر حاکي از م    

بـراƽ  ). ۵،  ۳، رديـف    ۲شـکل   ( مي باشـد     CO2 درصد   ۵به شرايط   

اصل از کـشت بـاکترƽ در شـرايط    ـاند پروتئيني ح ـر ب ـه بهت ـالعـمط

 ۵بــي هــوازƽ و مقايــسه آن بــا بانــد پروتئينــي حاصــل از شــرايط 

ت خـالص   ، از نمونه پروتئيني مورد آزمون هم به صور         CO2درصد

همچنـين از رسـوب     .  مورد بررسي قـرار گرفـت      ۱/۰و هم با رقت     

 ƽها پس از تيمار، آناليز بعمل آمد کـه ميـزان پـروتئين              سلولي باکتر

S-layer          ۲، رديف   ۲شکل  (  در اين سلول ها بسيار کم مي باشد .(

  CO2 درصد ۵  در شرايط Lactobacillus acidophilus ATCC4356 منحني رشد باکترƽ :۱شکل

CO2  %۵  در شراِيط Lactobacilus acidophillus ATCC4356 منحنی رشد باکتری 
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٥٠  ... در شرايط بي هوازی وS-layerبررسي توليد نانوساختار /       

  Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 باکترSDS-PAGE ƽنتايج : ۲شکل

                                                M       ٣       ٢        ١          ۴          ۵        ٦                                                                    

  
 رسوب سلولي نمونه تحـت تيمـار هيدروکلرايـد          :۲ در شرايط بي هوازM۴    ،ƽمايع رويي دياليز نشده نمونه تحت تيمار هيدروکلرايد گوانيدين           :۱

 مايع رويـي    :۴  در شرايط بي هوازM۴    ،ƽ مايع رويي دياليز شده نمونه تحت تيمار هيدروکلرايد گوانيدين           :۳  در شرايط بي هوازM۴    ،ƽگوانيدين  

 مـايع رويـي ديـاليز شـده نمونـه تحـت تيمـار        :۵ ،)۱/۰با رقـت  (  در شرايط بي هوازM۴  ƽدياليز شده نمونه تحت تيمار هيدروکلرايد گوانيدين        

  . )Lactobacillus casei(  نمونه شاهد منفي :CO2 ،  ۶ درصد۵ در شرايط M۴هيدروکلرايد گوانيدين 

  

  : حثب

ي را که براƽ تقسيم بندƽ ميکروارگانيسم هـا         محققين يکي از الزامات   

 ـ     تيکوپروبيعنوان  ه  ب  ـ ـال آنه ـ ـايي اتـص  ـ در نظر گرفته اند توان ه ـا ب

در .  اسـت  يوارشـاه گ ـ ـال روده و تجمـع در دستگ ـ      ـبافت اپي تلي ـ  

ول هاƽ اپي تليـال      واسطه اتصال به سل    S-layer ،لاکتوباسيلوس ها 

و همکـارانش ثابـت      Frece توسطاين امر   . )۱۴(شناخته شده است  

گرديد و ديده شد لاکتوباسيلوس هايي که تحت تيمار عوامل تقليب           

 خود را از دسـت داده انـد،       S-layerکننده مختلف قرار گرفته اند و     

ا ول هـاƽ اپيتليـال روده دار      ـه سل ـال ب ـ اتص  ضعيفي جهت  تـابليـق

داسازƽ ـروƽ ج ـ   و همکارانشان بـر    Smit و   Boot). ۹( مي باشند 

ــط  ــه سـ ــاکترƽلايـ  Lactobacillus acidophilusحي بـ

ATCC4356 ƽــواز ــي هــ ــرايط بــ ــتفاده از  در شــ ــا اســ ، بــ

 ).۱،۴(  مطالعاتي انجام داده انـد     هيدروکلرايدگوانيدين و ليتيم کلرايد   

بـا نتـايج آنهـا مطابقـت        " ايج به دست آمده در اين تحقيق کـاملا        ـنت

 و همکـارانش تـاثير ترکيبـات        Schar-Zammartti. داشته اسـت  

حيط هاƽ کشت تخميـرƽ مختلـف را بـرروƽ ايـن لايـه سـطحي            م

 ).۷( قرار دادندبررسي مورد    Lactobacillus acidophilusدر

Jakava-Viljanen اثــر شــرايط بــي  بــر نيــز و همکــارانش ƽرو

 ƽو هــــواز ƽبيــــان ژن پــــروتئين لايــــه ســــطحي در هــــواز

 تحقيق نمـوده انـد    Lactobacillus brevis ATCC14869در

)۱۲.(  

   :تيجه گيرین

هـاƽ انجـام شـده توسـط محققـين مختلـف،            در بررسي   بطور کلي   

           ƽهـا   مشخص شده که لايه سطحي يک ساختار غير ثابت در بـاکتر

 هتايج حاصل ن. مي باشد و بيان ژن آن وابسته به شرايط محيطي است          

انه گـذارƽ   ـط گرمخ ـ ـه شراي ـ ک انگر آن است  ـق نيز بي  ـدر اين تحقي  

 ـ     بـراƽ جداسـازCO2     ƽ درصـد    ۵ا شـرايط    بي هوازƽ در مقايسه ب

د و از طرفي بـه نظـر        ـاشـمي ب وب تر   ـمطله سطحي،   ـن لاي ـپروتئي

مي رسد که ميزان توليد اين پروتئين در شرايط بي هوازƽ نسبت بـه       

 ضخامت بانـد  بيشتر باشد که شدت رنگ و         CO2 درصد   ۵شرايط  

 ورتـص ). ۲شـکل   (  مي باشـد   رـر صحت اين ام   ـ دليلي ب  رـ نظ وردـم

  تـاثير    slpAمي شود که شرايط گرمخانه گذارƽ بـر روƽ بيـان ژن             

             ƽپيوندها ƽگذار باشد و نيز احتمال مي رود که در شرايط بي هواز

    ƽبين تحت واحدهاS-layer    ƽسست تر از    ، با ديواره سلولي باکتر 

 گرمخانـه گـذارCO2     ƽ  درصد ۵ زماني است که باکترƽ در شرايط     

  .نيازمند تحقيقات بيشترƽ مي باشد البته اين مسئله ،مي شود

  

  

(KDa)  

۹۴  

۶۷  

۴۳  

  

۳۰  

۲۰  
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