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 16/8/1392تبكیؼ پقیلٍ:       6/1/1392تبكیؼ ؿكیبكت:

 چكيدُ

 ثٌبثلایي، ّـف ایي هغبلؼِ ثِ یک ػلِٓ كؼبلی ثـل ُـُ اًت. اهلٍمُ تغقیق ؿك مهیٌِ پپتیـّبی ضـهیکلٍثی  :هقدهِ

 پتیـّبی رـیـ ام تلُغبت پًَتی ٍمؽ کَیلی اًت. پ )ثِ ٍیوُ احل ضـهیکلٍثی(بیی یًبمی ٍ تؼییي ؽَاّ ثیَُیوؽبلْ

ًبمی گلؿیـ ٍ احلات ّبی ثیَُیویبیی ؽبلْكٍٍثب اًتلبؿُ ام تلُغبت پًَتی ٍمؽ ایي هغبلؼِ تَٓیلی ؿك  :بررسي رٍش

 اًپکتلًٍکَپی كٍٍ تًَظ ًین پپتیـّب ضـهیکلٍثی آى تًَظ كٍٍ ًِل ُؼبػی ٍ عـاقل ؿلظت هْبكی هِؾْ ُـ. تَالی

 .ُـ تؼییي

ایي پپتیـ ثب آهیٌَاًیـ ًبؽتِ ُـُ اًت.  20ـ ام یک پپتیـ ضـهیکلٍثی رـیـ ام تلُغبت پًَتی ثِ ؿًت آهـ. ایي پپتی :ًتايج

ام  پتیـپًبم گلكت. ایي  Buforin–K. ثٌبثلایي ایي پپتیـ رـیـ، ًـاُتّیش یک ام پپتیـّبی ضـهیکلٍثی ام ؿٍمیٌتبى ّوٌبًی 

ّبی گلم هٌلی ٍ گلم كؼبلیت ضـهیکلٍثی قبثل تَرْی كا ػلیِ ثبکتلی Buforin–Kیبثی ُـ. پپتیـ هیکلٍثی اكملغبػ كؼبلیت ضـ

ّب )عـاقل ؿلظت هْبكی ایي پپتیـ ؿك ٍ ّوضٌیي ػلیِ قبكس )µg/ml 6/35تب  1/8هخجت )ثب عـاقل ؿلظت هْبكی ؿك هغـٍؿُ 

 ّبی گلم هٌلی ؿك هقبیٌِ ثبی ثیِتلی ثل كٍی ثبکتلی( ام ؽَؿ ًِبى ؿاؿ. ایي پپتیـ احل ضـهیکلٍث 6/35تب  7/25 هغـٍؿُ

ثِ عَكی کِ ؿك  ،ّب ًِبى ؿاؿكؼبلیت ّوَلینی پبییٌی كا ثل كٍی اكیتلًٍیت Buforin–Kّب ؿاكؿ. ّبی گلم هخجت ٍ قبكسثبکتلی

 ؿكٓـ ّوَلین ُـ.  5، ًجت القبی µg/ml100ؿلظت 

 ّبی ػلًَی هؾتلق ثبُـ. ثیوبكی ثلای ؿكهبى تَاًـ یک هبؿُ هٌتؼـهی MaximinBk ،ثب تَرِ ثِ احلات میٌتی هلیـ گيري:ًتيجِ

 

 پپتیـّبی ضـ هیکلٍثی، ٍمؽ کَیلی، ّوَلین، عـاقل ؿلظت هْبكی کليدي: ّايٍُاش
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 1333 فرٍرديي ٍ ارديبْشت، اٍل، شوارُ دٍمدٍرُ بيست ٍ     درهاًي شْيد صدٍقي يسد –ي ٍ خدهات بْداشتي هجلِ داًشگاُ علَم پسشك

 هقدهِ

( AMPs: Antimicrobial peptidesپپتیـّبی ضـهیکلٍثی )

یکی ام اػضبی ػوـُ ًیٌتن ایوٌی فاتی ٌّتٌـ کِ ام اًَاع 

 ّب، عِلات، گیبّبى ٍ عتی اًٌبى ّب ُبهل ثبکتلیگبًیٌناك

(. اکخل ایي پپتیـّب ؿاكای ثبك هخجت ٌّتٌـ. 1اًـ)ثِ ؿًت آهـُ

ؾتلق )ام ثبکتلی پپتیـ کبتیًَیک ام هَرَؿات ه 600ثیَ ام 

اًـ. ایي پپتیـّب ؿاكای كؼبلیت ًبمی ُـُگلكتِ تب اًٌبى( ؽبلْ

ّب، ّب اػن ام ثبکتلیلٍةضـهیکلٍثی ًٍیؼی ػلیِ اًَاع هیک

اكنٍى م(. ثِ ؿلیل اكنایَ ك2ٍّب ٍ ؿیلُ ٌّتٌـ)، قبكسّبٍیلٍى

ّب، اًتلبؿُ ام ایي ثیَتیکّبی هیکلٍثی هقبٍم ثِ آًتیًَیِ

ّبی ثیَتیکًتیآگنیٌی ثلای یى رباتلکیجبت عجیؼی ثِ ػٌَ

هیکلٍثی ام ًظل اًـامُ (. پپتیـّبی ضـ3،4ًٌتی هغلط اًت )

(. 3،2آهیٌَاًیـ قلاك ؿاكًـ) 50تب  12ًٍیؼی ام  ؿك هغـٍُ

ًت کِ هٌجغ ؿٌی ثلای پًَت ؿٍمیٌتبى ؿاكای ؿـؿی ا

لٍثی (. پپتیـّبی ضـهیک5،4ثبُـ)هیکلٍثی هیپپتیـّبی ضـ

ًَُـ ٍ یک ًیٌتن ؿكبػی تًَظ ایي ؿـؿ پًَتی تلُظ هی

 ما كلاّن ّبی ثیوبكیػلیِ هیکلٍاكگبًیٌن حل كا ثلؤه

هیکلٍثی ِ اهلٍم تؼـاؿ میبؿی پپتیـّبی ضـ. تب ث(6،4آٍكؿ)هی

ّب ام ّب ٍ ؿكهبًپتیيّب، هبگبئیٌیيّب، توپَكیيهبًٌـ ثلٍیٌیي

احلات  ،ًبمی ُـُ اًت کِ ّل یکؿٍمیٌتبى رـا ٍ ؽبلْ

(. ایي پپتیـّب 7-13اًـ)میٌتی هتلبٍتی كا ام ؽَؿ ًِبى ؿاؿُ

ٍیلًٍی، ّبی هتلبٍتی هبًٌـ ضـهیکلٍثی، ضـؿاكای كؼبلیت

ثیٌت (. ؿك ایلاى 14،8-17ثبٌُـ)کِی هیًلعبًی ٍ اًپلمضـ

 گًَِ گًَِ ؿٍمیٌت ٍرَؿ ؿاكؿ: َُ گًَِ ًوٌـك ٍ صْبكؿُ

بت ؼؿك مهیٌِ پپتیـّبی ضـهیکلٍثی هغبل(. 20قَكثبؿِ ٍ ٍمؽ)

ققیي ؿاًِگبُ ػلَم پنُکی هغـٍؿی َٓكت گلكتِ اًت. هغ

َكثبؿِ هلؿاثی كا ثل تی احل ػٔبكُ ؽبم تلُغبت پًَتی قُْیـ ثِْ

اًتبكیلَکَکَى اكئَى ثلكًی كٍی ثبکتلی هقبٍم ثیوبكًتبًی 

هبًٌـ  ( ٍ صٌـیي پپتیـ ضـهیکلٍثی رـیـ تًَظ18)کلؿًـ

Temporin-Ra  ٍTemporin-Rb(19 ،)Brevinin-2R(21،20 )

اًـ. ؿك تغقیق رـیـی ًین ًبمی ُـُام ایي ًَع قَكثبؿِ ؽبلْ

ام  Sarcotoxin Pdب ػٌَاى یک پپتیـ ضـهیکلٍثی رـیـ ث

ّب ؿاكای پلاکٌَ . ٍمؽ(22)ًبمی گلؿیـعِلُ ؿكاکَلا ؽبلْ

ٍ پلاکٌَ  ًل رْبى ٌّتٌـ. ؿك ایلاى ًین تٌَع ًٍیؼی ؿك ًلتب

ّبی ثَهی ایلاى کِ ؿك ّب ًٍیغ اًت. یکی ام اًَاع ٍمؽٍمؽ

ؿُت کَیل ایلاى ٍ هٌبعق ینؿ ٍ کلهبى پلاکٌـُ ٌّتٌـ، ٍمؽ 

ًبم ایي گًَِ ًین ام ًبم ؿُت کَیل گلكتِ ُـُ  کَیلی اًت کِ

 ًتی ایيای ثل كٍی تلُغبت پَگًَِ هغبلؼِ(. ّیض23اًت)

هغتَای  ثلكًیایي هغبلؼِ  ّـف ام ِـُ اًت. ثٌبثلایيگًَِ ً

هیکلٍثی ٍ هؼلكی پپتیـّبی ضـتلُغبت پًَتی ایي ربًَك 

  . ثبُـهی ًبمیكلایٌـّبی ؽبلْ ثب اًتلبؿُ ام رـیـ

  رسيبر رٍش

َاؿ ٍ تزْنات هَكؿ تغلیلی ه-ایي هغبلؼِ تَٓیلیؿك 

هتبًَل، اتبًَل، تلی كلَكٍ اًتیک اًیـ، اًتلبؿُ اػن ام 

اًتًَیتلیلق اًتیک اًیـ، ًـین کللیـ، كلهبلـّیـ، ًـین 

ّیـكٍکٌیـ، تلی کللٍ اًتیک اًیـ، اًتَى، کللیـكیک اًیـ 

كؿ ّبی هٍَ گلیٌلٍل ام ُلکت هلک تْیِ ُـ. هغیظ کِت

ّبی هَكؿ تْیِ گلؿیـ. ًتَى Himediaاًتلبؿُ ام ُلکت 

 Macherey–Nagel GmbHًبمی ام کوپبًی اًتلبؿُ ؿك ؽبلْ

ؽلیـاكی ُـُ ثَؿ. ًبیل هَاؿ هَكؿ اًتلبؿُ ؿك هغبلؼِ، ام ًَع 

 گلیـّبی آًبلیتیکبل ثَؿًـ. 

ٍمؽ  20ٍكؿى ػٔبكُ ؽبم تلُغبت پًَتی، آثِ ؿًت  رْت

رٌي ام هٌبعق هؾتلق ؿُت کَیل ؿك  کَیلی ثبلؾ ام ّل ؿٍ

آٍكی تلُغبت پًَتی هغبثق ثب آٍكی گلؿیـ. روغینؿ روغ

(. عیَاى ثب 19كٍٍ تَٓیق ُـُ ؿك هقبلات پیِیي اًزبم ُـ)

ة هقغل ٌُتِ ُـ. ًغظ پِتی ربًَك صٌـیي ثبك تًَظ آ

ت تغلیک گلؿیـ ٍ تلُغبت عبٓل ٍل 4-6رلیبى الکتلیکی 

ؿقیقِ  15ثِ هـت  10000ؿٍك  ؿكآكٍی گلؿیـ. ػٔبكُ روغ

 کَصک، ٍمى ثب پپتیـی تلکیجبت رـاًبمی ًبًتلیلَه ُـ. ثلای

 ثِ هلثَط کیلَؿالتَى 10 ؿِبی ام ،هغلَل كٍیی عبٓل

 تًَظ ُـُ كیلتل ػٔبكُ ًپي. ُـ ؿاؿُ ػجَك اٍلتلاكیلتلاًیَى

 ؿكایل كلین تًَظ ًْبیت ؿك ٍ گلؿیـ تـلیؼ کیلَؿالتَى 1 ؿِبی

 .آهـ ؿك پَؿك َٓكت ثِ غهبی ًیتلٍهى ٍ

پَؿك عبٓل ام هلعلِ  ،ًبمی پپتیـرـاًبمی ٍ ؽبلْرْت 

قجل ؿك عـاقل عزن هوکي ام آة ؿیًَینُ عل ُـ ٍ كٍی 
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 1333 فرٍرديي ٍ ارديبْشت، اٍل، شوارُ دٍمدٍرُ بيست ٍ     درهاًي شْيد صدٍقي يسد –هجلِ داًشگاُ علَم پسشكي ٍ خدهات بْداشتي 

preparative-SemiC18  (HPLC-RP )ّبی كبم هؼکَى ًتَى

هیکلٍلیتل  400تنكیق ُـ. هقـاك تنكیق كٍی ًتَى ؿك ّل ثبك 

 %A (WaterTFA in  1/0)ثَؿ. ٌُتَِی ًتَى تًَظ هغلَل 

ؿقیقِ ثب اًتلبؿُ ام اضبكِ  70اًزبم ُـ ٍ ؿك یک ثبمُ مهبًی 

 %B (TFA in acetonitrile 098/0)ای هغلَل ُـى هلعلِ

ّب ثل اًبى ؿكٓـ ایزبؿ گلؿیـ تب ًوًَِ 5-65ُیت ؿلظتی 

هیناى ّیـكٍكَثیٌیتِ ام ًتَى رـا ًَُـ. هغبثق ثب رقة ؿك 

 ثلای آٍكی ٍ ؽِک ُـ. روغًبًَهتل، كلاکِي ّب  220

ّبی هَكؿ ًظل )ؿاكای كؼبلیت ًبمی ثیِتل، پیکؽبلْ

ضـهیکلٍثی(، ثب اًتلبؿُ ام كٍٍ تَٓیق ُـُ ؿٍثبكُ كٍی 

ؿكٓـ ٍ ؿك ثبمُ  5/0ًتَى ثلؿُ ُـ، ثب ایي تلبٍت کِ ثب ُیت 

ثلای اكمیبثی ؽلَّ پپتیـّب، هقـاك تل اًزبم ُـ. مهبًی عَلاًی

هَكؿ ثلكًی  C18كٍی ًتَى آًبلیتیکبل کوی ام ّل پیک ثل 

قلاك گلكت. ّل كلاکِي ام ًظل كؼبلیت ضـهیکلٍثی هَكؿ اكمیبثی 

 قلاك گلكت. 

آٍكی ُـُ تًَظ كٍٍ احلات ضـهیکلٍثی پپتیـّبی روغ

(، هَكؿ ثلكًی RDA: Radial Diffusioin Assayًِل ُؼبػی)

 CFUهقـاكٍ ّوکبكاى،  Lehrerثل اًبى هقبلِ . (25)قلاك گلكت

) ایي هقـاك ثبکتلی ثل اًبى كاثغِ رقة ثبکتلی ٍ  4×106

هیلی لیتل هغیظ کِت  10ثبکتلی ثب ؿلظت هِؾْ گلؿیـ( 

 TSB: Trypticase Soy Broth  ٍ1ؿكٓـ  03/0)هِتول ثل 

ؿكٓـ آگبكم( هؾلَط گلؿیـ ٍ ؿك ؿكٍى پلیت کِت كیؾتِ ُـ. 

گلؿیـ ٍ  ّبیی ؿك هغیظ کِت ایزبؿثب اًتلبؿُ ام پبًضل ًَكاػ

ـ كیؾتِ ّبی ایزبؿ ُمهبیَ ؿك ؿكٍى صبّکآّبی هَكؿ ًوًَِ

ؿكرِ  37ػت ؿك اًکَثبتَك ثب ؿهبی بً 3ُـ ٍ پلیت ثِ هـت 

گلاؿ قلاك گلكت. پي ام عی ایي هـت، هغیظ کِت ًبًتی

كٍی  ،ؿكٓـ آگبكم ثَؿ TSB  ٍ1ؿكٓـ  6حبًَیِ کِ ُبهل 

ؿك اًکَثبتَك  ًبػت 18هغیظ اٍلیِ كیؾتِ ُـ ٍ پلیت ثِ هـت 

 24قلاك گلكت. ًپي پلیت ثِ هـت گلاؿ  ًبًتیؿكرِ  37

 37لیتل كلهبلـّیـ هیلی 15آهینی )ًبػت تًَظ هغلَل كًگ

گلم هیلی 2لیتل آة ٍ هیلی 63لیتل هتبًَل، هیلی 27ؿكٓـ، 

آهینی ُـ. پلیت ؿك اؿاهِ ثِ هـت ؿُ ؿقیقِ کَهبًی ثلَ(، كًگ

 2ی هتیل ًَللَکٌیـ ؿكٓـ ٍ ؿ 10تًَظ اًتیک اًیـ 

 1ثلای اكمیبثی كؼبلیت ضـ قبكصی،  ؿكٓـ كًگ مؿایی ُـ.

لیتل ام هغیظ هیلی 20لیتل ام ًًَپبًٌیَى قبكصی ؿكٍى  هیلی

تنكیق گلؿیـ ٍ ؿكٍى  Potato dextrose agar) :(PDAکِت 

ّبیی ؿك ؿكٍى پلیت کِت كیؾتِ ُـ. ثب اًتلبؿُ ام پبًضل ًَكاػ

ّبی هَكؿ آمهبیَ ؿك ایي ٍ ًوًَِهغیظ کِت ایزبؿ گلؿیـ 

 35كٍم ؿك ؿهبی  7ّب ثِ هـت ّب كیؾتِ ُـ. ًپي پلیتًَكاػ

گلاؿ اًکَثِ ُـ ٍ پي ام عی ایي هـت، ًتبیذ حجت ؿكرِ ًبًتی

 . (25،24)گلؿیـ

تؼییي تَالی پپتیـّبی ؽبلْ ُـُ تًَظ اًپکتلًٍکَپی 

، ؿك ؿاًِگبُ MALDI-TOF/TOFرلهی ٍ ثب اًتلبؿُ ام كٍٍ 

York  اًگلیي اًزبم ُـ ٍ اعلاػبت هلثَط ثِ تَالی هَكؿ

تًَظ  آًبلین تَالیثؼـ ام تؼییي تَالی، . اكمیبثی قلاك گلكت

 . (26)اًزبم ُـ ExPASyًبیت 

تَالی هلثَط ثِ پپتیـ عبٓل ثب تَالی پپتیـّبی ضـهیکلٍثی 

ؿاؿُ پبیگبُ پپتیـّبی ضـهیکلٍثی کِ تبکٌَى کِق ُـُ ٍ ؿك 

 اًت، ثب اًتلبؿُ ام ثلًبهِ ثلاًت ّن ثِ حجت كًیـُ 

. ًپي ام كٍی ایي ّن اكمی، ثب اًتلبؿُ ام (27)اكمی گلؿیـ

 یک ؿكؽت كیلَهًتیکی CLC Main Workbenchاكناك  ًلم

 یي تلتیت ربیگبُ ایي ـّب تلًین ُـ ٍ ثثیي ایي تَالی

 پتیـ ؿك ثیي ًبیل پپتیـّبی هَرَؿ ؿك ؿاؿُ پبیگبُ هِؾْ 

 ُـ. 

ي كؼبلیت ضـهیکلٍثی پپتیـّبی ؽبلْ ُـُ ثِ ثلای تؼیی

 MIC: Minimumَٓكت کوی، عـاقل ؿلظت هْبكی )

Inlibitory Comcentration .هلثَط ثِ پپتیـّب تؼییي ُـ )

ًبؽتِ ُـ. پپتیـ  mg/ml 6/0پپتیـ ٍمى ُـ ٍ ؿلظتی هؼبؿل 

ًبمی عل ُـ. ًپي ام ایي ؿلظت ثب كقیق PBS ؿك ثبكل

، mg/ml 3/0 ،mg/ml 15/0 ،mg/ml 075/0ّبی ؿلظت

mg/ml 0375/0  ٍmg/ml 01875/0  آهبؿُ ُـ. توبهی

 18ّیٌتَى ثلاث ثِ هـت ـ  ّب ؿك هغیظ کِت هَللثبکتلی

ثل . ًـگلاؿ كُـ ؿاؿُ ُـؿكرِ ًبًتی 37ًبػت ٍ ؿك ؿهبی 

 9لیتل ام ایي هغیظ کِت ثِ هیلی 1پیِیي اًبى هقبلات 

ًبػت ؿك  15لای هـت هیلی لیتل هغیظ کِت تبمُ هٌتقل ٍ ث

ؿك ًْبیت ؿلظت گلاؿ اًکَثِ گلؿیـ ٍ ًبًتی ؿكرِ 37ؿهبی 
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 ّب ّب ثب هغیظ کِت تؼـیل ُـ تب ؿلظت ًْبیی ثبکتلیثبکتلی

CFU/ml 106 هیکلٍلیتل ام ایي ًًَپبًٌیَى  100 .ثبُـ

هیکلٍلیتل ام هغیظ کِت تبمُ هؾلَط گلؿیـ ٍ  80ثبکتلیبیی ثب 

ای كیؾتِ ُـ. ًپي ؽبًِ 96لیت ّبی هیکلٍپؿك ؿاؽل صبّک

ت ُـ ٍ ؿك ُهیکلٍلیتل ثلؿا 20ّبی كقتی پپتیـّب  لام ًلیب

ّبی اضبكِ گلؿیـ. ثل ایي اًبى ؿلظت ًْبیی ؿكٍى صبّک

ؽَاّـ ثَؿ.  CFU/ml 105ّب ؿك ّل صبّک هؼبؿل ثبکتلی

گلاؿ ؿكرِ ًبًتی 37ًبػت ؿك ؿهبی  24هیکلٍپلیت ثِ هـت 

ًبًَهتل  600ّب ؿك هـت، رقة صبّکاًکَثِ ُـ. ثؼـ ام ایي 

گیلی ُـ ٍ ًتبیذ ثب ًوًَِ کٌتلل تًَظ ؿًتگبُ الینا كیـك اًـامُ

هقبیٌِ گلؿیـ. ثلای تؼییي عـاقل ؿلظت هْبكی هلثَط ثِ 

 Sabouraudهیکلٍلیتل ام هغیظ کِت  180ّبی قبكصی، ًوًَِ

Dextrose Agar  هیکلٍلیت ًًَپبًٌیَى قبكصی  10ثب

(CFU/ml106  ٍ10  هیکلٍلیتل ام ًلیبل ؿلظتی ًوًَِ ّب

هؾلَط گلؿیـ ٍ ؿكٍى هیکلٍپلیت كیؾتِ ُـ ٍ ًپي ثِ هـت 

عـاقل گلاؿ اًکَثِ ُـ. ؿكرِ ًبًتی 37ًبػت ؿك ؿهبی  24

ى آؿلظت هْبكی ثِ َٓكت ؿلظتی ام پپتیـ تؼلیق ُـ کِ ؿك 

 . ام(29،28،22)ؿلظت كُـ ثبکتلی ثِ عَك کبهل هْبك ُـُ ثَؿ

 ٍ Escherichia coli HP101BA 7601c یّبثبکتلی

Klebsiella Pneumonia PTCC1388 ،Psodomonas 

aeroginosa PTCC2834 ،Agrobacterium tumefaciens 

PTCC1245 ،Bacillus subtilis PTCC4533،L. 

mesenteroides PTCC1463 ،Staphylococcus aureus 

PTCC1442 ٍ Bacillus cereus PTCC1435 ّبیٍ ام قبكس 

Aspergillus niger، Asperjilus fumigates،Penicillium 

lilacinum ٍ Candida albicans ُگیلی ثلای اًـامMIC 

 ّب ثِ َٓكت ًِ ثبك تکلاك اًزبم اًتلبؿُ ُـ. توبهی ًٌزَ

 .ُـ

لیتل ام ؽَى تبمُ  هیلی 5ینی، لای ًٌزَ كؼبلیت ّوَلث

ایي ًوًَِ  يتِ ُـ. ًپى ثِ ؿكٍى یک لَلِ ّپبكیٌِ كیؾبٌاً

 ًبًتلیلَه گلؿیـ تب  4500ؿقیقِ ؿك ؿٍك  5ؽًَی ثِ هـت 

پٌذ ثبك ثب  ،َُؿ. ًپي كًَة عبٓل ّبی قلهن ؽَى رـاًلَل

 PBS: Phosphateلیتل ثبكل كٌلبت ًبلیي ) هیلی 4اًتلبؿُ ام 

Bufferd Saline ًبًتلیلَه  4500( ٌُتِ ُـ ٍ ثبك ؿیگل ؿك ؿٍك

ُلبف َُؿ. ؿك آؽلیي هلعلِ ام  گلؿیـ تب هغلَل كٍیی کبهلاً

 PBSلیتل ثبكل هیلی 20ّبی قلهن ؽَى تًَظ ًبمی، ًلَلؽبلْ

هیکلٍلیتل ام ًلیبل  10كقیق گلؿیـ. ثلای ًٌزَ ّوَلین، 

ّبی ؿلظتی پپتیـّب کِ ؿك ثؾَ قجل آهبؿُ ُـ ثِ لَلِ

ّبی ؽًَی كقیق ُـُ هیکلٍلیتل ًلَل 190هیکلٍكیَه کِ ُبهل 

 37ؿقیقِ ؿك ؿهبی  30ـ. هیکلٍكیَهّب ثِ هـت ثَؿ، اضبكِ گلؿی

ؿقیقِ ؿك  5ّب ثِ هـت گلاؿ اًکَثِ گلؿیـ. ًپي لَلِؿكرِ ًبًتی

هیکلٍلیتل ام هغلَل كٍیی  100. ًـًبًتلیلَه ُـ 4000ؿٍك 

كقیق گلؿیـ تب عزن  PBSعبٓل ام ًبًتلكَه ثلؿاُتِ ُـ ٍ ثب 

 567هَد ّب ؿك عَل لیتل ثلًـ. رقة لَلِهیلی 1ًْبیی ثِ 

%( کِ ثبػج لین 1) X-100گیلی ُـ. ام تلیتَى ًبًَهتل اًـامُ

َُؿ، ثِ ػٌَاى کٌتلل هخجت ّبی قلهن ؽَى هیُـى کبهل ًلَل

ًتبیذ ثب ًوًَِ کٌتلل هقبیٌِ ٍ ؿك ًْبیت . (22،19)اًتلبؿُ ُـ

 گلؿیـ. 

 ًتايج

پیک  16ثِ  HPLC-RP ظتلُغبت پًَتی ٍمؽ کَیلی تًَ

ًِبى ؿاؿُ ُـُ اًت. ًٌزَ  1ك ُکل ػوـُ تقٌین ُـ کِ ؿ

تلیي پیک كؼبل، پیک كؼبلیت ضـهیکلٍثی ًِبى ؿاؿ کِ ػوـُ

K1-B  تبK4-B ًِبى  الق 1ثبُـ. ّوبًگًَِ کِ ؿك ُکل هی

ٍكی گلؿیـ. آپیک ام ًتَى روغ 16ثیَ ام ؿاؿُ ُـُ اًت، 

اًـ، ؿاكای كؼبلیت ّبیی کِ ثب ػلاهت ًتبكُ هِؾْ ُـُپیک

ّب ثلای (. ثٌبثلایي، ایي پیک2ٍ  1ل بُکاًـ )ضـهیکلٍثی ثَؿ

ًبمی ثیِتل ثبك ؿیگل كٍی ًتَى ثلؿُ ُـ کِ ًتبیذ ؽبلْ

ًِبى ؿاؿُ ُـُ ُ  1ؿ ٍ  1د، 1ة،  1 ّبیًبمی ؿك ُکلؽبلْ

ثیِتل تًَظ  تزنیِ ٍ تغلیلاًت. ایي صْبك پیک ثلای 

اًپکتلًٍکَپی رلهی ٍ تؼییي تَالی آًْب ثِ اًگلیي اكًبل 

  گلؿیـ.

تًَظ ًٌزَ ّبلِ  K1-B-4ّبی كؼبلیت ضـهیکلٍثی پیک

ًِبى ؿاؿُ اًت. ایي  2ػـم كُـ ثلكًی ُـ. ًتبیذ ؿك ُکل 

ّبی پپتیـّب كؼبلیت ضـهیکلٍثی هٌبًجی كا ػلیِ هیکلٍاكگبًیٌن

ّبی گلم هٌلی ٍ گلم هخجت ٍ هَكؿ آمهبیَ هِتول ثل ثبکتلی

 ّب ام ؽَؿ ًِبى ؿاؿًـ. قبكس
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 .C18ٍ ًتَى  RP-HPLCًبمی پپتیـّبی ضـهیکلٍثی ام تلُغبت پًَتی ٍمؽ کَیلی ثَهی ینؿ تًَظ کلٍهبتَگلاكی  ؽبلْ: 1ُکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ّب تًَظ كٍٍ ّبلِ ػـم كُـ. ّب ٍ قبكس: كؼبلیت ضـهیکلٍثی پپتیـّبی ؽبلْ ُـُ ػلیِ ثبکتلی2ُکل

 گلام ًِبى ؿاؿُ ُـُ اًت.ِ َٓكت ؿیبثگیلی ُـ ٍ قغل ّبلِ اًـامُ
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ّل صْبك پیک هقکَك تًَظ كٍٍ اًپکتلًٍکَپی رلهی 

 ٍمى هَلکَلی ًتبیذ ًِبى ؿاؿ کِ ُـًـ.  تزنیِ ٍ تغلیل

، 3/2675ثِ تلتیت  K1-B ،2K-B ،3K-B  ٍ4K-Bّبی پیک

ّبی هِبّـُ ُـُ ثبُـ. ٍمىهی 2/2012ٍ  6/2279، 9/4262

بًجِ هی َُؿ، یکٌبى ثب ٍمى هَلکَلی کِ ثِ َٓكت تئَكی هغ

ًِبى ؿاؿُ اًت.  1اًت. تَالی آهیٌَاًیـی پپتیـّب ؿك رـٍل 

ٍ  K1-B ،2K-Bثب اًتلبؿُ ام كٍٍ ّن اكمی تَالی، ًِ پپتیـ 

3K-B  ثِ تلتیت تَالی یکٌبًی ثب پپتیـّبیMaximin 1(30 ،)

Buforin I(31 ٍ )1a-Alyteserin(32 ؿاُتٌـ؛ اهب پیک )K4-B 

ّبی گناكٍ ُـُ یکٌبى ًجَؿ ٍ ایي پپتیـ ثب ّیش یک ام پپتیـ

ثِ ػٌَاى یک پپتیـ رـیـ هؼلكی گلؿیـ. ثل اًبى ًیٌتن 

 K–Buforinًبهگقاكی پپتیـّبی ضـهیکلٍثی، ایي پپتیـ 

ؿك ًبؽتبك ایي پپتیـ، صٌـیي آهیٌَاًیـ  (.33ًبهگقاكی گلؿیـ)

ثبمی ٍرَؿ ؿاكؿ کِ هِبثِ ثب ثٌیبكی ام پپتیـّبی ضـهیکلٍثی 

تَالی ًِبى ؿاؿ کِ ایي پپتیـ رـیـ ؿاكای  نیِ ٍ تغلیلتزاًت. 

 ثبُـ. هی 08/11ًقغِ اینٍالکتلیک 

 

 ًبؽتبك اٍلیِ، ٍمى هَلکَلی ٍ ًقغِ اینٍالکتلیک پپتیـ ؽبلْ ُـُ ام ٍمؽ کَیلی :1رـٍل 

 ّوساًي پپتيد pI (Da) جرم تَالي پپتيدّا

B-K1 GIGTKILGGVKTALKGALKELASTYAN 13/2675  19/10  Maximin 1 

B-K2 AGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFP

VGRVHRLLRKGNY 

9/4362  41/12  Buforin I 

B-K3 GLKDIFKAGLGSLVKGIAAHVAN 6/2279  25/10  Alyteserin-1a 

B-K4 ILGPVLGLVGRLAGGLIKRE 22/2012  08/11  None found 

            * B-KX: B. kavirensis  and X: number of peak) 

 

 

 كؼبلیت ضـهیکلٍثی ثِ َٓكت کوی ثل  تغلیلتزنیِ ٍ 

 ّب ّبی گلم هٌلی ٍ گلم هخجت ٍ ّوضٌیي قبكسكٍی ثبکتلی

 ؽلآِ ُـُ اًت. ّوبًگًَِ کِ ایي رـٍل ًِبى  2ؿك رـٍل 

 ّب ثبػج هْبك کبهل كُـ ثبکتلی K–Buforinؿّـ، پپتیـ هی

 (. µg/ml 21َُؿ ) کوتل امّبی ثٌیبك پبییي هیؿك ؿلظت

 قبكس هَكؿ هغبلؼِ كُـ صْبك  ،ّبی پبییيتیـ ؿك ؿلظتایي پپ

ّب (. ایي ؿاؿµg/ml 36ُکٌـ )ؿك ؿلظت کوتل امكا ًین هْبك هی

 ّبی گلم هٌلیکِ ایي پپتیـ رـیـ ثل كٍی ثبکتلی ؿًِبى ؿا

ّبی هَكؿ ثلكًی، احل ثیِتلی ؿاكؿ. ؿك ثیي هیکلٍاكگبًیٌن 

ٍ  E. coliثل كٍی پپتیـ رـیـ ثیِتلیي كؼبلیت ضـهیکلٍثی كا 

K. pneumonia  ًِبى ؿاؿ. عـاقل ؿلظت هْبكی ایي پپتیـ

اًت. ایي  µg/ml  9 کوتل ام E. coli ٍ  K. pneumoniaثلای 

حلی كا ػلیِ ًَیِ هقبٍم ؤپپتیـ ّوضٌیي كؼبلیت ضـهیکلٍثی ه

S. aureus .ًِبى ؿاؿ 

 پپتیـ ثِ هلثَط( MIC) هْبكی ؿلظت قلاعـ هقبؿیل :2 رـٍل

Buforin–K هؾتلق ّبیثبکتلهیکلٍة ػلیِ ثل 

MIC(µg/ml) ًَع ارگاًيسن
* 

 ّاي گرم هثبتباکتري

L.  mesenteroides 1±78/20 

B. subtilis 9/0±4/19 

B. cereus 2/1±5/18 

S.aureus 1/1±3/16 

 ّاي گرم هٌفيباکتري

K. pneumonia 8/0±9/8 

P. aeroginosa 6/0±3/10 

E. coli 7/0±1/8 

A. tumefaciens 8/0±1/12 

 قارچ

A.fumigates 5/1±6/35 

C. albicans 1/1±1/32 

A. niger 5/1±6/28 

P. lilacinum 2/1±7/25 

 کٌـ*ؿلظت پپتیـ ضـهیکلٍثی کِ ثِ عَك کبهل كُـ هیکلٍة كا هْبك هی
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پپتیـ ثِ ؿًت آهـُ ام ؿاؿُ  12ّن اكمی تَالی ایي پپتیـ ثب 

ثی اًزبم ُـ. ًتبیذ ًِبى ؿاؿ کِ پبیگبُ پپتیـّبی ضـهیکلٍ

K–Buforin  ثیِتلیي ُجبّت تَالی كا ثِ پپتیـMaximin 7 

ثِ ؿًت آهـُ اًت )ُکل  Bombina maximaؿاكؿ کِ ام ٍمؽ 

كیلَمًتیکی تَالی آهیٌَاًیـی ثب كًن  تزنیِ ٍ تغلیل(. الق 3

ؿكؽت كیلَهًتیکی اًزبم ُـ. ؿكؽت كیلَمًتیکی ًین ًِبى ؿاؿ 

 Maximin 7یـ رـیـ ثیِتلیي ُجبّت تَالی كا ثِ کِ ایي پپت

ثِ ؿلیل ػـم  K–Buforinكؿن ایي ُجبّت، (. ػلی31،30ؿاكؿ)

ػٌَاى یک پپتیـ رـیـ ؿك ًظل  ِّوٌبًی کبهل، ایي پپتیـ ث

 3اًت )ُکل  Maximinَُؿ کِ هتؼلق ثِ ؽبًَاؿُ گنكتِ هی

  K–nBuforiقاكی، ـَل ًبهگـق آجتیـ عـي پپـ(. ثٌبثلایي، ایة

 (.33َُؿ)ًبهیـُ هی

ّبی قلهن ؽَى اًٌبى ثلای اكمیبثی كؼبلیت ام گلجَل

كؼبلیت ّوَلینی  K–Buforinلینی ایي پپتیـ اًتلبؿُ ُـ. َّو

، ایي پپتیـ µg/ml 100پبییٌی كا ام ؽَؿ ًِبى ؿاؿ. ؿك ؿلظت 

 َُؿ. هِبّـات ًِبى ؿاؿؿكٓـ ّوَلین هی 5تٌْب ثبػج القبی 

(، ≤µg/ml 36) ٌغقِ عـاقل ؿلظت هْبكیکِ ایي پپتیـ ؿك ه

ایي پپتیـ احل ّوَلینی ثٌیبك کوی ؿاكؿ. ًٌزَ ّوَلین تًَظ 

(. 4ییـ کلؿ )ُکل أّب كا تكٍٍ ًِل ُؼبػی ًین ایي ؿاؿُ

ثٌبثلایي ایي پپتیـ رـیـ كؼبلیت ّوَلینی ًبصینی ثل ػلیِ 

  ّبی اًٌبًی ؿاكؿ.اكیتلًٍیت

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 ی پپتیـ ؽبلْ ًبمی ُـُ ثب تَالی پپتیـّبی حجت ُـُ ؿك ؿاؿُ پبیگبُ پپتیـّبی ضـهیکلٍثی ٍ كًن ؿكؽت كیلَمًتیکیّن اكمی تَال :3ُکل 

 .CLC Main Work Bench Ver.5.5( ثب ؿُ پپتیـ ؿیگل. ة( كًن ؿكؽت كیلَمًتیکی تًَظ ًلم اكناك Buforin–Kالق( ّن اكمی تَالی پپتیـ ؽبلْ ُـُ )

 

 

 

 

 
 
 
 

  Buforin–K كؼبلیت ّوَلینی تؼییي :4ُکل

 ثبُـ.هیکلٍگلم ثل لیتل ثب كٍٍ ّبلِ هی 100تب  5ؿك هغـٍؿُ ؿلظتی  Buforin–K ؿٌّـُ ثلكًی كؼبلیت ّوَلینیًِبىُکل ؿكد ُـُ 

PBS 
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  بحث

فاتی ثل  هیکلٍثی ًقَ کلیـی ؿك ًیٌتن ایوٌیپپتیـّبی ضـ

. پًَت (1کٌٌـ)ما ایلب هیّبی ثیوبكیػلیِ هیکلٍاكگبًیٌن

ًبمی ایي پپتیـّب ؿٍمیٌتبى یک هٌجغ ؿٌی ٍ ثبلقَُ ثلای ؽبلْ

 حل ػول ؤى یک ًیٌتن ؿكبػی هاثبُـ. پًَت آًْب ثِ ػٌَهی

ی بّکٌـ. مهبًی کِ ایي ربًَكاى ؿك هؼلٕ هیکلٍاكگبًیٌنهی

پپتیـّبی  علیق پًَت ؽَؿ گیلًـ، امما قلاك هیثیوبكی

ؾتللی ه (. هغققیي35،34کٌٌـ)ضـهیکلٍثی هؾتللی كا تلُظ هی

 Bombina orientalis(31،)ّب هخل  ام تلُغبت پًَتی اًَاع ٍمؽ

Bombina maxima(36 ،)Bufo bufo gargarizans(37ٍ ) 

 bellied toad-Yellow(38 ،)ْثٍی ؽبل  ًبمیپپتیـّبی ضـهیکل

ثبُـ ٍ ثَهی ًَاعی ّبی ٍمؽ هیکلؿًـ. ٍمؽ کَیلی یکی ام گًَِ

(. ؿك ایي هغبلؼِ، پپتـی ضـهیکلٍثی 23کَیلی ایلاى اًت)

ًبمی گلؿیـ. ایي رـیـی ام تلُغبت پًَتی ایي ٍمؽ ؽبلْ

ًبهیـُ ُـ. ثل عجق الگَی کلٍهبتَگلام، ایي  K–Buforinپپتیـ 

ًبیل  (. ایي عبلت تًَظ1پپتیـ رـیـ ّیـكٍكَة اًت )ُکل 

(. تَالی آهیٌَاًیـی پپتیـ 14)هَللیي ًین تَٓیق ُـُ اًت

 1ُ، ٍمى هَلکَلی ٍ ًقغِ اینٍالکتلیک آى ؿك رـٍل ؽبلْ ُـ

ایي پپتیـ هبًٌـ ثٌیبكی  1ؽلآِ ُـُ اًت. ثل اًبى رـٍل 

(. 36-38ام پپتیـّبی ضـهیکلٍثی، ٍمى هَلکَلی پبییٌی ؿاكؿ)

آهیٌَاًیـ عَل ؿاكًـ ٍ  50تب  10هیکلٍثی اکخل پپتیـّبی ضـ

(. ثبك 93،14آهیٌَاًیـ اًت) 20پپتیـ رـیـ ایي هغبلؼِ ؿاكای 

 50+ ٍ 2رـیـ ؽبلْ ٍ ًٌجت ّیـكٍكَثیٌیتِ ایي پپتیـ 

 K–Buforinؿكٓـ اًت. ثبك ؽبلْ ٍ ُوبك آهیٌَاًیـّبی 

هیکلٍثی گناكٍ ُـُ ام ٍمؽ هِبثِ ثب ثلؽی پپتیـّبی ضـ

ًِبى ؿاؿُ ُـُ  3ّوبًگًَِ کِ ؿك ُکل (. 41،33،32اًت)

 ،ٌتِل ُـُّن اكمی ایي پپتیـ ثب تَالی ًبیل پپتیـّبی هاًت، 

 Maximin 7 ًِبى ؿاؿ کِ ایي پپتیـ ؿك ثؾِی ام ًبؽتبك هِبثِ ثب

 Maximinایي پپتیـ رـیـ هتؼلق ثِ ؽبًَاؿُ (. 33،32اًت)

ای ام پپتیـّبی ؽبًَاؿُ Maximinsپپتیـّبی اًت. 

ضـهیکلٍثی ٌّتٌـ کِ ام تلُغبت پًَتی ٍمؽ قلهن صیٌی 

(Bombina maximُرـا ُـ )(40اًـ .)یـّبی ّوِ پپت

maximins  ثِ رنMaximin 9(41 ٍ )Maximin S4(36 ،)

 ّبی گلم هٌلی ٍ گلم هیکلٍثی ػلیِ ثبکتلیكؼبلیت ضـ

ّبی ًلعبًی ًوی ٌّتٌـ ٍ كؼبلیت هخجت ؿاكًـ، ثلای ًلَل

ًین كؼبلیت  K–Buforin. (31،34،15اًپلم کِی ًین ؿاكًـ)

ت ٍ ّبی گلم هٌلی ٍ گلم هخجحلی ػلیِ ثبکتلیؤضـهیکلٍثی ه

، ؿك 2ّبی ُکل ثل عجق ؿاؿُ (.2ّب ؿاكؿ )رـٍل ّوضٌیي قبكس

ؿك هقبیٌِ ثب ًِ پپتیـ ؿیگل  K4-Bثیي ایي صْبك پیک، پپتیـ 

حلتلی ؿاكؿ. توبهی پپتیـّب ثل كٍی ؤكؼبلیت ضـهیکلٍثی ه

ّبی ًـ. كؼبلیتؿّبی گلم هٌلی احل ثیِتلی كا ًِبى ؿاثبکتلی

ثیَتیک ًئَهبیٌیي ثب آًتیّب ؿك هقبیٌِ ضـهیکلٍثی ایي پیک

ثیِتل اًت. ػلاٍُ ثل ایي، ایي پپتیـّب تَاًبیی ام ثیي ثلؿى 

 ًَیِ هقبٍم اًتبكیلَکَکَى اكئَى كا ًین ؿاكًـ. 

كلضیبت هتؼـؿی ؿك اكتجبط ثب ایي کِ پپتیـّبی 

کٌِـ، ٍرَؿ ؿاكؿ. ایي ّب كا هیضـهیکلٍثی صگًَِ هیکلٍة

بكی ام پپتیـّب، ؿیَاكُ ًلَلی، هِبثِ ثب ثٌی پپتیـ رـیـ اعتوبلاً

ّب كا هَكؿ ّـف قلاك ًیتَپلاًن ٍ ًبیل ربیگبُ ؿِبی ًلَلی،

(. هقبیٌِ عـاقل ؿلظت هْبكی ثیي ایي پپتیـ 16ؿّـ)هی

ایي پپتیـ  ًِبى ؿاؿ کِ ،رـیـ ٍ ًبیل پپتیـّبی گناكٍ ُـُ

ؿاكای هقـاك پبییٌی اًت. هقـاك عـاقل ؿلظت هْبكی 

K–Buforin ام پپتیـّبی تل پبییيAscaphins(42 ،)

HP-Odorranain(43 ،)1CDYa-Brevinin ،2GHa-Brevinin ،

GH-Temporin ،Japonicin(49-44 ،)112-Dybowskin(32 )

ؿكٓـ پبییٌی ام  K–Buforinثبُـ. ػلاٍُ ثل ایي ٍ ؿیلُ هی

ثب تَرِ ثِ هغبلؼبت فکل ُـُ، پپتیـ ّوَلین كا ًِبى ؿاؿ. 

ِ یک پپتیـ ضـهیکلٍثی رـیـ اًت هؼلكی ُـُ ؿك ایي هغبلؼ

کِ ؿك اٍلیي هغبلؼِ ثل كٍی ٍمؽ کَیلی کِ یک ؿٍمیٌت ثَهی 

ایي حل ؤثِ ؿًت آهـُ اًت. احلات میٌتی ه ،ثبُـایلاى هی

ًبهنؿ هٌبًجی  K–Buforin کٌـ کِپپتیـ ایي اهکبى كا ایزبؿ هی

. ّلصٌـ، تغقیقبت اًتّبی هَضؼی ثلای ؿكهبى ػلًَت

بم اًت تب ؿك هغیظ ثـى هَرَؿ مًـُ ًین ثیِتلی هَكؿ ًی

 اكمیبثی گلؿؿ. 

 سپاسگساري

ِگبُ آماؿ اًلاهی  ًَیٌٌـگبى ام ثبُگبُ پوٍِّگلاى رَاى ؿاً

ینؿ ثِ ؿلیل عوبیت هبلی کوبل تِکل كا ؿاكًـ. ّوضٌیي 
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ِگبُ ػلَم   یوبًِ کوبل قـكؿاًی كا ؿاكًـ. پنُکی ینؿ ًین ثِ ؿلیل ّوکبكی ٓوًَیٌٌـگبى ام هلکن تغقیقبت ؽَى، ًلعبى ٍ هًتیک ؿاً
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Abstract 
Introduction: Today, research in the field of antimicrobial peptides is active. Thus, the aim of this study is 

to purify and determine biochemical properties (especially antimicrobial effect) of new antimicrobial 

peptides from skin secretions of bufo kavirensis.  

Methods: This is a descriptive study. The skin secretions of bufo was purified by biochemical manners and 

antimicrobial effects was characterized by radial dffusion assay and minimal inhibitory concentration. The 

sequence of peptides was also determined by using MS/MS. 

Results: A novel antimicrobial peptide was obtained from skin secretions. This peptide is composed of 20 

amino acids. This peptide does not present any similarity with the other antimicrobial peptides from the 

amphibians. Thus, it was named Maximin Bk. The peptide was subjected to antimicrobial activity assays. 

The Buforin–Kpeptide showed considerable antimicrobial activity against Gram positive and Gram negative 

bacteria (minimum inhibitory concentrations (MIC), 8.1 to 20.78 µg/ml) as well as fungi (MIC, 25.7 to 35.6 

mg/ml). Moreover, this peptide showed higher antimicrobial activity against Gram-negative than against 

Gram-positive bacteria and fungi. Maximin Bk showed virtually low hemolytic activity, which, at a 

concentration of 100 μg/mL, induced 5% hemolysis. Thus, a very slight haemolytic activity was obtained 

against human erythrocytes.  

Conclusion: On the basis of the biological effects, Buforin–Kcan can be regarded as the potent agent for 

treatment of various microbial diseases. 
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