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Abstract 

Lactic acid bacteria produce bacteriocin as antibacterial protein molecules with diverse genetic origins. 

Therefore, identifying the bacteriocin class of native lactic acid bacteria could lead to an understanding 

of the antibacterial function of these peptides. In this study, the presence of two subgroups of 

bacteriocins (IIa and IIb) in the native strain of Lactic acid bacteria was investigated. After the screening 

of these strains against two Index microorganisms including Listeria innocua (ATCC 33090), 

and Escherichia coli (ATCC 1399) by disk diffusion assay, the five strains with the highest diameter of 

growth inhibitory against these index pathogens were selected. The molecular weight of peptides 

secreted by lactic acid bacteria was estimated by ammonium sulfate precipitation. Upstream and 

downstream sequences of the bacteriocin structural gene were used to identify bacteriocin-producing 

lactic isolates in the polymerase chain reaction. The results of SDS - PAGE showed bands with a 

molecular weight of less than 10 kDa for these strains. Sequencing of the polymerase chain reaction 

product led to the identification of plnN, plnJK, and plnEF gene regions in N isolate and plnJK and 

plnEF gene regions in M isolate. Therefore, isolates M and N have good potential for use in increasing 

the quality level of dairy products and animal feed. The multalign results of sequences showed that the 

native strains in Iran are very similar (99%) with Lactobacillus plantarum FQ and ATCC BAA-793 

strains. In case of additional experiments related to the isolation of bacteriocins present in native strains 

M and N, their inhibitory effect against foodborne pathogens can be used. 
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 چکیده

رده  ش  ناس  ایینابرای ، ب .کنندمیتولید با منش  ژ ژنتیکی متنو  باکتریوس  ی   باکتریاییض  د پروتئینی های مولکول ،کیدلاکتیاس  های باکتری

هدف از ای  پژوهش غربالگری ای  پپتیدها ش  ود. باکتریایی  ض  د عملکرد درس  تی ازدرک  هبمنجر  دتوانمی، هاباکتریای  ی باکتریوس  ین

 صشاخعلیه دو باکتری  باکتریاییضد ی با ویژگی هاجدایهبود. ابتدا  IIbو  IIa ی زیرگروههاباکتریوسی بومی مولد  کیدلاکتیاس ی هاباکتری

 یمولکول وزن غربالگری شدند.ا استفاده از آزمون انتشار از دیسک ب (Escherichia coli) یکولااشریشیا  و (Listeria innocua) اینوکوا لیستریا

های ایی جدایهشناسبرای . شد زده تخمی  آمونیوم سولفات ترسیب روش با کشت محیط در کیدلاکتیاس هایباکتری از شدهترش   پپتیدهای

. پنج گردیدستفاده ا ای پلیمرازواکنش زنجیره در باکتریوس ی  ژن س اختاری یدس ت ییپاهای بالادس تی و لاکتیکی مولد باکتریوس ی  از توالی

ها وسط ای  سویهتشده ترش  پپتیدهایوزن مولکولی  وبا بیشتری  قطر هاله عدم رشدی علیه دو باکتری شاخص گزینش  اسیدلاکتیکجدایه 

در  plnEFو  plnN،plnJK منجر به ش ناس ایی منا ژ ژنی یمرازای پلیابی محص ول واکنش زنجیرهتوالی برآورد گردید.کیلودالتون  11کمتر از 

قابلیت خوبی  از و بوده  IIb دارای باکتریوس  ی  گروه Nو  M گردید. بنابرای ، جدایه M در جدایه plnEFو   plnJK و منا ژ ژنی Nجدایه 

نشان داد که  آمدهدستبههای توالی ینیچهمنتایج زیر  باشند.های لبنی و غذای دام برخوردار میبرای اس تفاده در افزایش سط  کیفی فراورده

و  FQ یهاسویه( Lactobacillus plantarum) پلانتاروملاکتوباسیلوس   ( بادرص د 99) ییبالابومی موجود در ایران تش ابه بس یار  یهاس ویه

ATCC BAA-793 .بومی یهاسویهی موجود در هاباکتریوسی جداس ازی های تکمیلی در ارتباط با در ص ورت انجام آزمایش دارد M  وN ،

   .زای غذایی استفاده نمودیبیمار یهایباکترعلیه  هاآناز اثر مهاری  توانمی

  باکتریوسی چینی، پروبیوتیک، ، زیرهمردیابی های کلیدی:واژه
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 قدمهم

 لکسها یا کمپب ه پپتیدها، پروتئی  ه اب اکتریوس   ی 

ها ا لاق اکتریب سنتز شده توسط باکتریاییپروتئینی ضد 

، خویشاوندی ازنظر کینزدهای که علیه باکتری گرددمی

 ندش  ومیرش  د تولید  توقف ای و یکش  یباکتر باهدف

(Banerjee et al., 2013 .) ه  ای ب  اکتریاس   تف  اده از

ها آن توسط دش دهیتولی هاباکتریوس ی و  اس یدلاکتیک

حذف و  باهدفهای غذایی فراورده دارندهنگه عنوانب ه

اد زا و فساد مومل بیماریهای عایا کنترل میکروارگانیسم

 ,Vuyst and Vandamme) است شدهیمعرفام   غذایی

 دش   دهیتولی هاباکتریوس   ی بندی عمده  بقه (.1994

ا هبیوتیک: لانتی(I)شامل:  اسیدلاکتیکهای توسط باکتری

اس    ت، ای   کمتر از پنج کیلودالتونب  ا وزن مولکولی 

 های لانتیونی  و یا الپپتیدهای کوچک حاوی اس  یدآمینه

پپتیدهای کوچک بدون  (:II)متی ل ل انتیونی  هس   تند.  

تغییرات پس از ترجم  ه و مق  اوم ب  ه حرارت، ب  ا وزن 

ه  ای پروتئی  (:III)، کیلودالتون 11کمتر از م ولکولی 

 11بیش تر از  یمولکولبا وزن بزرگ حس اس به حرارت 

: کمپلکس (IV). (Eijsink et al., 2002) کیلو دالتون 

 Joerger) پروتئینی لیپی دی و یا پروتئینی کربوهیدراتی

and Klaenhammer, 1990.)  ی هاباکتریوسی تا به امروز

 روهرگیز. انددهبندی شبه ش ش زیرگروه تقسیم IIگروه 

IIa ،IIb ،IIc ،IId ،IIe  ،IIf (Van Belkum and Stiles, 

و   یتربزرگ IIaی زیرگروه ه  اب  اکتریوس   ی . (2000

 IIمط  الع  ه ش    ده در گروه  رگروهیزتری  گس   ترده

علیه  فعالیت ضد باکتریایی قویو  باشدمیباکتریوس ینی 

( Listeria monocytogenes) لیس   تریا مونوس   یتوژنز

به ی شهاباکتریوس ی ش امل  رگروهیزای  اس ت.  داش ته

ترمینال خود دارای توالی  Nو در بخش  استپدیوسینی 

-YGNGVXC (Tyr-Gly-Asn-Gly-Val ش  دهحفاظت

Xaa-Cys) باشد می(Papagianni and Anastasiadou, 

2009.)  

کمپلکسی از دو رشته   IIbی زیرگروه هاباکتریوس ی 

 ور بهند توانمیپپتیدی هس   تند. هر یک از دو رش   ته 

های هدف متصل شوند اما فعالیت ضد مس تقل به سلول

دیگر ها با یکای  پپتیدها مس   تلزم تعامل آن ب اکتری ایی

  (.Banerjee et al., 2013; Bastos et al., 2010) تاس  

ه  ا برای غرب  الگری در ح  ال ح  اض   ر برخی روش

 افتهیعهتوس  مولد باکتریوس  ی   اس  یدلاکتیکهای باکتری

 Jacobsen et)روش انتش  ار از چاهک  ازجملهاس  ت، 

al., 1999،) گذاری آگارآزمون لکه (Todoriki et al., 

 (Eijsink et al., 2002) آزم ون میکروپلی  ت (،2001

روش  (،Nuding et al., 2009) آزمون فولوس  ایتومتری

 ,pH (Kim and Chaانتق ال انرژی رزونانس بر مبنای 

 (.Liu et al., 2014) روش ب یولومینومتری  ک(، 2006

باکتریوس   ی  مجزا  6حداقل  لاکتوباس   یلوس پلانتاروم

ی که هایتری  پلانتاراس  ی ش  ایع ازجمله. کنندتولید می

ب    ه  توانمی انددشدهیتول پلانتارمسیلوس لاکتوباتوسط 

و  JK پلانتاراس   ی  ،W پلانتاراس   ی  ،EFس   ی انتاراپل

ی هاباکتریوسی اش اره کرد که همگی جزو  S سی پلانتارا

 .(Zacharof and Lovitt, 2012) باشنددو پپتیدی می

بوده و  پرزحمتیر و گها وقتای  روش حال یا ب ا

ند. کمین دیتائمس   تقیم وجود باکتریوس   ی  را   ورب ه

بهبود روش غربالگری و به دست آوردن جدایه  منظوربه

ای گرم هباکتریوسینی در برابر باکتری IIaمولد زیرگروه 

مثب ت و گرم منفی در مط العات قبلی روش انتش   ار از 

روش انتش   ار از  (،Pingitore et al., 2007) دیس   ک

 ,.Więckowicz et al) اندکاربردهبهرا  PCRچاهک و 
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 4ها برای تولید باکتریوس   ی  حداقل به باکتری (.2011

اپ  رون ن  ی  از دارن  د. خوش    ه ژنی  2ی  ا  1ژن در 

ی مختلف ممک  است بر روی کروموزوم، هاباکتریوسی 

ها و یا پلاس  میدها واقع ش  وند. ش  باهت ترنس  پوزون

و  کنندهکد های ژنتیکی ژن یدهس   ازمانبس   یاری در 

 وجود دارد IIی کل  اس ه  اب  اکتریوس   ی س    ازن  ده 

(Deshmukh and Thorat, 2014 .) با توجه به توانایی

  در مهار باکتریوسی دکنندهیتول اس یدلاکتیکهای باکتری

های عامل فساد مواد و باکتری زایماریبهای رشد باکتری

ه  ای غ ذایی، ه دف از ای  پژوهش غرب الگری ب اکتری

ری مهارکنندگی بر دو باکت تیباقابلبومی  اس   ی دلاکتیک

 صورتبهو  اش ریشیا کولایو  اینوکوالیس تریا  ش اخص

 های اسیدلاکتیک مولد دواختص اص ی غربالگری باکتری

   بوده است. IIbو  IIaباکتریوسینی  رگروهیز

 

 ها مواد و روش
 ی کشت هامحیطو  هاسویه -

 هیوسکیو  اسیدلاکتیکباکتری  01در ای  پژوهش از 

 L28  س  ویه پلانتاروملاکتوباس  یلوس اس  تاندارد بومی 

 یوتکنولوژیبپژوهش   کده موجود در مجموعه میکروبی 

  اس   تفاده گردید. س   ویه اس   تانداردص   ن ایع غ ذایی 

 مرکزنیز از  (ATCC14917)  پلانتاروملاکتوباس   یلوس 

 لیوفیلیزه ص  ورتبه رانیا یس  تیز و یکیژنت ریذخا یمل

(lyophilization) های اس   یدلاکتیک تهیه ش   د. باکتری

های ش   یر و در ای  پژوهش قبلاً از فراورده ک اررفتهب ه

ماست محلی منا ژ مختلف آذربایجان شرقی جداسازی 

 ,Sigma - Aldrich)مایع  MRS  شده و در محیط کشت

Germany)  در حجمی گلیس  رول درص  د  31و حاوی

نگهداری ش  ده بودند. در درجه س  لس  یوس  -01 زریفر

ش   اخص موجود در باکتری  هی س   و دوای  پژوهش 

ص   نایع  یوتکنولوژیبپژوهش   کده مجموع ه میکروبی 

اشریشیا ، (ATCC 33090) اینوکوالیستریا ش امل غذایی 

 قرار گرفت.  مورداستفاده ،(ATCC 1399) کولای

 تولید باکتریوسین   -

جه ت تولی  د م  ایع رویی ح  اوی ب  اکتریوس   ی ، از 

باکتری  01از باکتریوس   ی ، دکنن دهی تولی ه اس   وی ه

 کرویم 111به میزان تحت ش رایط استریل  اس یدلاکتیک

تلقی  داده مایع  MRS محیط کش  ت  لیترمیلی 1در  تریل

شرایط اتمسفری با فشار )و در شرایط کم هوازی  شدند

به مدت  سلسیوسدرجه  33دمای اکسیژن پایی ( و  در 

بعد از گرمخانه گ     ذاری،  .ش  دندانکوبه س  اعت  40

 21یی حاض   ر ب   ه م   دت اهای باکتری   سوسپانسیون

درجه س  لس  یوس  4 یدر دما rpm6111 دقیق     ه در

 22/1سانتریفیوژ شده و با عبور از فیلت   ر س   ر سرنگی 

های رویی عاری از سلول مایع  .استریل شدند میکرومتر 

  ،به علت تولید اس   ید ،هاس   ویهاز  هرکداماس   تریل 

pH اس  یدی داش  ت که با اس  تفاده از NaOH4  نرمال بر

  باکتریوسی عنوانبهو عص اره نهایی  ش دهمیتنظ 3روی 

 قرار گرفت مورداستفادههای بعدی جه ت بررس یخام 

(Ogunbanwo et al., 2003) . 

 بررسی فعالیت ضد باکتریایی -

ز ا مایع رویی  کش  ت حاص  ل باکتریاییض  د فعالیت 

با اس  تفاده از آزمون انتش  ار از  اس  یدلاکتیکس  ویه  01

 (.Liu et al., 2014) مورد ارزیابی قرار گرفتدیس  ک 

ط کش   ت مولر ی، ابتدا محانجام دیس   ک گذاری قبل از

آگار  درصد 3/1ب   ا افزودن  شکل آگار نرمب   ه  هینتون

 ای از  لیترمیلی 21تهیه، اس  تریل و خنک گردید. س  پس

 موردنظری هاپاتوژنب ا  درصد 1محیط کشت، به می زان 
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ه و ش دلق        ی  ت (OD600nm=3/1) 3/1 کدورت با

ها پلیتیک س      اعت  و به مدتریخته  هاپلیتدرون 

 .درون یخچ    ال ب    اقی ماندند تا آگار کاملاً بسته شود

تواند یوسی  باست که باکتر نرم ای علت استفاده از آگار 

 وذنف یس  کو ب    ه ا راف د افتهیانتش اردر آن  یراحتبه

ی ها، دیس   کمقرر زمانمدتگذش   ت س از پ. نم اید

بر روی محیط کشت قرار داده  لیترمیلی 6به قطر استریل 

 شدههیتهی خام هاباکتریوس ی میکرولیتر از  21ش دند و 

های واقع بر روی دیسکبر روی  اس تریل تحت ش رایط

س  اعت در  1به مدت  هاپلیت ند. ، قرار داده ش  دپلیت

تا مواد آنتی قرار گرفتند  درج ه س   لس   یوس 4دم ای 

د از دیس ک به سمت آگار منتشر شون جیتدربهباکتریایی 

درجه  33س   اع ت در دم ای  12و س   پس ب ه م دت 

ریایی باکتشدند. فعالیت آنتی یگرمخانه گذار س لسیوس

قطر هاله مهار رشدی با استفاده  یریگاندازهمایع رویی با 

 Campos et)تعیی  شد  لیترمیلی 1/1 با دقتاز کولیس 

al., 2006). 01فع الی ت آنتی باکتریایی  بی ترت  یاب ه 

ی و بررس   ش  اخصعلیه دو باکتری  اس  یدلاکتیکس  ویه 

پنج س   ویه برای مطالعات پیش   رفته انتخا   تیدرنه ا

  گردید.

 های خارج سلولی پروتئین نسبی یسازخالص -

 دهشیخنثهای برای تخمی  وزن مولکولی مایع رویی

ه، سوی پنجاز  هرکدامب   ه  یل مربوطاز سلول استر عاری

و  س  ولفات آمونیوم اش  با با پودر  درص  د 01یزانبه م

 دمای در ساعت 24 جهت رس و  باکتریوسی  به مدت

عد از گذش  ت ش  دند. بش  یک  س  لس  یوسدرجه  4

دقیقه  31های م  ذکور ب ه مدت مقرر فالکون زمانمدت

س  انتریفیوژ  س  لس  یوسدرجه  4 در دمای g 0011 در

ها تشکیل شدند. فالکون تهیی در هارس و  ش     ده و

حداقل ها در سپس مایع رویی دور ریخته شده و رسو 

 24 ( به مدت=pH  4/3) میزان بافر فس   فات س   الی 

 حل ش   دند س   لس   یوسدرجه  4دمای  در س   اعت

(Zacharof and Lovitt, 2012).  وزن م  ول  ک  ول  ی

شدند،  یسازخالصنسبی  صورتبهکه  ییهاباکتریوسی 

و د ژل پلی آکریل آمید س  دیم با اس  تفاده از الکتروفورز 

 ب   ژ روش لامل   ی، ( SDS-PAGE دسیل سولفات )

، الکتروفورز بع د از.  (Lammeli, 1997)تعی  ی  ش دند

( Coomassie Blue R-250)بلو  کوماس   ی ب ارن ژل 

ژ شست   شو ب   ا مخلوط استیک و از  ری    یزیآمرن 

س  اعت،  24 مدت به( 0:0:1) آ  –متیل الکل  -اس  ید

کیلو دالتون  0-201 پروتئینی بری ش   د. از مارکررن  

ه مارکر استاندارد استفاد عنوانبه (ایران ،سینا ژنشرکت )

   .شد

 اسیدلاکتیکژنوم و پلاسمید باکتری   DNAاستخراج -

 هایباکتر ساعته  24 از کش  ت  DNAاجستخرا جهت

 CTAB (Sigmaمایع و بافر لیز کننده  MRS محیط در

- Aldrich, Germany)  .ارهیود تخریباس  تفاده گردید 

 ویحا یهاتیو  .گرفت منجاا تیارحر کشو با سلولی

 در دمای60 یب  مار و مایع ازت در و متنا  وربه ،پلت

بافر  لیترمیلی 1 س  پس. قرار گرفتند س  لس  یوسدرجه 

CTAB و ی  ک میکرولیتر پروتئ  از K ک  امل  اً و ضافها 

 1 تمد به سپس ،درآید رن یریش صورتبه تا طمخلو

 از بعد. گرفت ارقر سلسیوس جهدر 61 یماد در ساعت

 DNAس  ازی خالص ایبر و اجد ییرو مایع ژ،سانتریفیو

 24:1 نس   بتالک ل ب ا  میلوآیزا مفروکلر ،از پروتئی 

 پانلوپرویزا از دهستفاا با DNA هید سور شد. دهستفاا

 DNA یشو و شست ایبر خرآ مرحله در انجام و دسر

خشک نشی  شده بعد از ته DNA. شد اس تفاده لتانوااز 
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 حل هیونیزد آ  رتمیکرولی 01 درش  دن در دمای اتاق، 

 بر رزفوولکترا از DNA کیفیت سیربر جهت .ش   دند

ه م چ ن ی   .شد دهستفاا صددر 1/ 3 رزگاآ ژل روی

ش با رو اس  یدلاکتیکهای اس  تخراج پلاس  مید باکتری

  . (Klaenhammer, 1984) کالاانهامر صورت گرفت

 تکثیر ژن باکتریوسین -

 میکرولیتر 1 از ای پلیمراز متش   ک  لواکنش زنجیره

DNA   ،م یکرولیتر 0/12ال گ و Master Mix ،0/11 

از  هرک  داماز  میکرولیتر 0/1آ  دیونیزه و  میکرولیتر

 20حجم کلی واکنش و  وبرگش   ترفتآغ ازگره ای 

الگو  DNA یواسرشته سازدر نظر گرفته شد. میکرولیتر 

انجام گرفت و دقیقه  0به مدت  س لسیوسدرجه  94در 

سیکل به شرح  30در  DNAبه دنبال آن واکنش تکثیری 

 سلسیوسدرجه  94در  یواس رشته ساززیر انجام ش د: 

، درج  ه حرارت آنیلین    مختص هر دقیق  ه1ب  ه م  دت 

 32آغازگر در ثانیه، گس  ترش  40جفت آغازگر به مدت 

ر دو انکوباسیون نهایی دقیقه  1به مدت  سلسیوسدرجه 

برای حص  ول  دقیقه11به مدت   س  لس  یوسدرجه  32

ا مینان از تکمیل و گس  ترش آغازگرها صورت گرفت. 

از الکتروفورز بر  PCRجهت آش کارس ازی محصولات 

  X1TAEبا اس   تفاده از بافر  درص   د1روی ژل آگارز 

آمیزی با اتیدیوم پس از رن  PCRاستفاده شد. محصول 

 راز مارک و قرار گرفتند یموردبررس UVبروماید زیر نور 

(Gene ruler Fermentas, Germany)DNA 1000 

bp/1kb ش   دمارکر مولکولی اس   تفاده س   ایز  عنوانبه  

(Haas et al., 1994.)  

 IIbژن ب  اکتریوس   ینی زیرگروه  6ردی  ابی  منظورب  ه

و  ( plnF،plnE، plnK،plnJ،plnN،plnA)باکتریوس  ینی 

 کامل ژن یتوالبهجهت افزایش قدرت خوانش و رسیدن 

 ش  دهحفاظتجفت آغازگر از نواحی  باکتریوس  ی ، س  ه

ها  راحی ش   دند ای  ژن دس   ت ییپاب ال ادس   ت و 

های ایمنی شامل ژن شدهحفاظت(. ای  نواحی 1)جدول

های مس   ئول انتقال باکتریوس   ی  به محیط خارج و ژن

(. Gholamzadeh et al., 2017) ب اش   ندس   لولی می

 IIaژن ب  اکتریوس   ینی زیرگروه  0ردی  ابی  منظورب  ه

(Bacteriocin423 ،PediocinAcH ،Sakacin ،

leucocin A ،mesentericin Y105 از دو جفت پرایمر )

و  توس  ط ویکوویکز ش  دهی راحبا فوروارد مش  ترک 

استفاده گردید. آغازگر رفت  (Wie˛ ckowicz) همکاران

 شدهفاظتحقابلیت اتصال به نوکلئوتیدهای  شدهاستفاده

باکتریوس   ی   0ترمینال پپتید بالغ ای   N کد کننده توالی

 (.2را دارد )جدول
 

 IIb (Gholamzadeh et al., 2017.)گروه زیردر تکثیر ژن باکتریوسینی  شدهاستفادهلیست آغازگرهای  -(1جدول )

 ژن هدف (bpندازه قطعه )ا Tmدمای  برگشت  توالی رفت  توالی آغازگر
EF TCCAAGCTTAGAGGATAGG CTAATGCCGTAGTCCCTTC 0/04 1011 pln EF 

JK TTAAAACGGCGTCTGAGAT CCAAAAGATAATCCTGACCA 00 2111 pln JK 
M GCATATTCTTTTTGGCTAGG CTGTAACACCATGACTGAG 0/00 1311 pln N 
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 .IIa (Liu et al., 2014)در تکثیر ژن باکتریوسینی زیرگروه  شدهاستفادهلیست آغازگرهای  -(2جدول )

 ندازه قطعه تکثیریا Tmدمای  برگشت  توالی رفت توالی آغازگر
A TGGGGTAAGGCTACCACTTG CCCTTTATTGATGCCAGCTC 00 **1601 
B ATGGGGTTACTTGTGGCAAA CCCTTTATTGATGCCAGCTC 03 **1001 

 نشد. مشاهده Bو  Aبرای آغازگرهای  PCRاز  ریژ  بر روی ژل یباند**

 

 هایافته
 آزمون انتشار از دیسک -

موجود در پژوهش   کده  اس   یدلاکتیکباکتری  01از 

باکتری با  0و غر  کش   ور  ش  مال غر بیوتکنولوژی 

لیس   تریا  ش   اخصبازدارندگی خو  علیه دو باکتری 

 ATCC) یاش  رش  یا کولا و (ATCC 33090) وااینوک

 0با روش انتشار از دیسک غربالگری شدند. ای   (1399

ه با در مقایسس ویه با توجه به بازدارندگی بس یار خو  

 IIbو  IIaگروه  باکتریوسی ردیابی   برای بررسیشاهد، 

(. 1در ای  مطالعه انتخا  شدند )شکل

 

 

 الف
 

  

)الف(   اشریشیا کولایعلیه باکتری شاخص شاهد(  عنوانبه L.P) سویه  شدهنشیگزبازدارندگی پنج سویه  -(1) شکل

برعلیه باکتری  برای قطر هاله رشد درصد 0با استفاده از آزمون دانک  در سط  احتمال  هاسویهو مقایس ه میانگی  بی  

 ) (. گرفته استانجام یاشرشیا کولاو  لیستریا اینوکوا

 

 از Mسویه  یاس تثنابه یبررس  مورد یهاس ویهاکثر 

قطر هاله عدم رش د میانگی  بیش  تر یا برابر با سویه  نظر

امر  که ای  ندرداش  اهد  عنوانبه پلانتارم لاکتوباس  یلوس

ویه نس  بت به س  را  هاس  ویهپتانس  یل پروبیوتیکی ای  

   ند.کمیتائید جهانی استاندارد 

 

 SDS-PAGE آنالیز -

روی ژل پلی آکری  ل  ه  انمون ه SDS- PAGEآن الیز 

، در مقایس  ه با مارکر پروتئینی، یک باند درص  د 21آمید 

را نش  ان داد  KDa 11پروتئینی با وزن مولکولی کمتر از 

باکتریوسینی قرار دارد  IIکه در بازه وزن مولکولی گروه 

 (.2)شکل
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 . شدهنشیگز اسیدلاکتیک هاییباکتر شدهخالص یمهن هایی پروتئ SDS-PAGE یرتصو -(2) شکل

(1 )28L، (2) 15E ، (3) 2T، (4)N ، (0)M ، (6)20H  و(M  ینیکر پروتئرما  

 

 ای پلیمرازواکنش زنجیره -

ب ا اس   تفاده از پرایمرهای  ای پلیمرازواکنش زنجیره

EF ،JK  وM   هیدوسونشان داد N   وM  های دارای ژن

و Plan EF،JK   Planی هاباکتریوس  ی س  اختاری برای 

N Plan  (.4و  3هستند )شکل 

  
 

 

حاصل  PCR( محصول درصد 1الکتروفورز )ژل آگارز  تصویر  -(3) شکل

( تکرارهای 1و1،1) .N در سویه  IIb رگروهیز ژن باکتریوسینی 3از تکثیر 

به  JK  planبا استفاده از آغازگر  PCRمستقل از تصویر الکتروفورز محصول 

با استفاده از  PCR( تصویر الکتروفورز محصول 2جفت باز ) 2111 ول 

( تکرارهای مستقل از تصویر 3و3،3جفت باز. )1311به  ول  N  planآغازگر 

جفت 1011به  ول   plan EFبا استفاده از آغازگر PCRالکتروفورز محصول 

 : مارکر..Mکنترل منفیC:باز.

حاصل  PCR( محصول درصد 1آگارز الکتروفورز )ژل  تصویر -(4)شکل 

( تکرارهای 1و1)M در سویه  IIbژن باکتریوسینی زیرگروه  2از تکثیر 

  JK planبا استفاده از آغازگر  PCRمستقل از تصویر الکتروفورز محصول 

( تکرارهای مستقل از تصویر الکتروفورز 2و2جفت باز. ) 2111به  ول 

 C:جفت باز.1011به  ول   EF planبا استفاده از آغازگر  PCRمحصول 

 : مارکر..Mکنترل منفی

 

 

1 5 6 2 4 3 M 
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با توالی Plantaricicin J and K چینی توالی دی ان ای زیرهم -

 از باکتری سویه بومی  آمدهدستبه

، Nز س   ویه ا J, K, N  planبعد از تکثیر توالی ژن 

ش  د و برای  یس  ازخالصقطعه ژن مربو ه از روی ژل 

تعیی  توالی ب ه ش   رکت ماکروژن کره جنوبی ارس   ال 

رای ب کد کننده یهاژنتوالی  ینیچهمگردی د. نتایج زیر 

با اس   تفاده از پرایمرهای  J, K, Nی ه اب اکتریوس   ی 

نش  ان داد که س  ویه بومی  هاژنبرای ای   ش  دهی راح

توالی باکتریوس ی  ش باهت بسیار  ازنظرموجود در ایران 

 L. plantarum strainدرص  د( با س  ویه  9/99زیادی )

FQ (KX853041.1)  .دارد

 

  

  

  
 

به همراه  Nاز سویه بومی  آمدهدستبههای با توالی NCBIموجود در Plantaricicin J, K, N برای   کنندهکد های ژن نهیدآمیاسچینی توالی زیرهم -(0شکل )

 همسایه  یترکینزد( و روش ادغام 24) Xافزار مگا ویرایش با استفاده از نرم هاآنبندی خوشه

 

، قطعه Mاز س  ویه E,F  plan بعد از تکثیر توالی ژن

س   ازی و پس از تعیی  ژن مربو  ه از روی ژل خالص

رای ب کد کنندهه ای توالی ژن ینیچهمتوالی نت ایج زیر 

ب  ا اس   تف  اده از پرایمره  ای  E, Fی ه  اب  اکتریوس   ی 

ها نش  ان داد که س  ویه بومی برای ای  ژن ش  دهی راح

توالی باکتریوس ی  ش باهت بسیار  ازنظرموجود در ایران 

 L. plantarum strainدرص  د( با س  ویه 0/99ی )زیاد

ATCC BAA-793  .دارد 
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به همراه  Mاز س  ویه بومی  آمدهدس  تبهبا توالی  NCBIموجود در Plantaricicin E, F برای   کد کننده یهاژن نهیدآمیاس  چینی توالی زیرهم -(6) ش  کل

 همسایه  یترکینزد( و روش ادغام 24) Xافزار مگا ویرایش با استفاده از نرم هاآنبندی خوشه

 

 Bacteriocin J, K, F, E, Nهای های اسیدآمینهتوالی

 uniprotاز پایگاه داده  پلانتارم لاکتوباس   یلوسب اکتری 

X (24 ) افزار مگا ویرایشاس  تخراج و با اس  تفاده از نرم

 گردید. نتایج یبندگروههمسایه   یترکینزدروش ادغام 

در  Kو  J( نش  ان داد که باکتریوسی  3حاص ل )ش کل 

های اس   ی دآمینه ازنظرو  ان دش   دهواقعی ک زیرگروه 

ا هتا حدودی ش  بیه هم و در اکثر قس  مت دهندهلیتش  ک

د، باشنرا دارا می یاشدهحفاظتهر دو پروتئی  س اختار 

رس د احتمالاً ای  دو باکتریوسی  از می به نظر وری که 

اند و هر دو زیر واحد، گرفته تینش   ای ک ژن اجدادی 

ی هاسی باکتریویکسانی دارند. سایر  یمولکولوزن  باًیتقر

 قرارگرفت  هه  ای مجزا از هم در زیرگروه یموردبررس   

 است. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1464612080
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1464612080
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بر  اهآن کد کنندههای توالی اسیدآمینه ژن بر اساس هاباکتریوسی  یبندگروه -(3) شکل

 Nو  M یبوم هیآمده از سودستبه یبا توال NCBIموجود در  ا لاعات اساس

 

 گیریبحث و نتیجه

 یکاسیدلاکت هاییباکتر یمتداول برا یغربالگر روند

ام، خ   ی اس   تخراج پروتئ ،یوس   ی کنن  ده ب  اکتری  دتول

 یهایتوال یی و تع یوسی باکتر یسازو خالص یجداساز

 ازنظرروش  ی . اباشدمی هاآن ینالترم N یهانهیدآمیاس 

همچنی  است.  ینهمواد پرهزمص رف کار و  یرویزمان، ن

روش انتش   ار از از   ورمعمولب ه یغرب الگر منظورب ه

فقدان  معایب چاهک نیز ازجمله. شودمیچاهک استفاده 

ش رو. باشدمی یتحس اس  یتو محدود یتاختص اص 

PCR  سی یوباکتر یاختص اص یبا اس تفاده از آغازگرها 

سویه  01 ازحاضر . در تحقیژ اس ت ش دهگزارشبارها 

موجود در بانک میکروبی پژوهش   کده  اس   ی دل اکتیک

M ،2T، 20Hس  ویه 0و غر   ش  مال غر بیوتکنولوژی 

،N  15 وE  لیس   تریا اینوکواعلیه (ATCC 33090)  و

با روش انتشار از دیسک  (ATCC 1399) اشرشیا کولای

گزینش ش دند. شناسایی صرف حوور یک باکتریوسی  

د ض  به ای  معنا نیس  ت که باکتریوس  ی  دارای فعالیت 

هایی ممک  است تحت چنی  ژن چراکهاست.  ییایباکتر

ت و محیط کش ریتژثش رایط تخمیر بیان نش وند و تحت 

گیرند. بنابرای  های هدف قرار میاثر متق اب ل با س   لول

 هاباکتریوس  ی که برای ش  ناس  ایی  هاییبیش  تر روش

ر میس باکتریاییض د س نجش فعالیت  اس ت با ازیموردن

 باکتریاییض   د اس   ت. بعل اوه برخی محقق ان فعالیت 

 سمیانکروارگیمی هاگونهرا در برابر سایر  هاباکتریوس ی 

 (. Liu et al., 2014) گیرندگرم منفی در نظر نمی

که  انتروکوکبومی  جدایه 24اثر مهاری در آزمایش  ی 

 برخیروی بر محصول لبنی جداسازی شده بود،  110از 

تمامی  .نمودندبررس  ی  زای غذاییهای بیماریاز باکتری
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های ش  اخص داش  تند  با اثر مهاری بر میکرو  هاجدایه

های مختلف و ای  توض   ی  ک ه اثر مهاری در بی  گونه

گونه متفاوت برآورد شد. مختلف یک یهاسویههمچنی  

های مربوط به گونه ییای ض   د ب اکتربیش   تری  اثرات 

 .E) فاس   یومو  (E. faecalis) فک الیسانتروکوکوس 

faecium )دبو (Tafkiki and Hanifian, 2018.) 

ش ت مایع رویی ک ییایض د باکترفعالیت در تحقیقی، 

ر روی بی لاکتیکی استاندارد بومی هاباکتریسویه از  11

مورد ارزیابی قرار گرفت.  ی ش   اخصهاباکتریبرخی 

ستفاده از با ا ییایضد باکترس پس ماهیت پروتئینی عامل 

، داد نش  ان تریپس  ی  بررس  ی گردید. نتایج مطالعه آنزیم

ر باکتریایی خوبی را د توان ضد اس یدلاکتیک یهاس ویه

چنی  نتایج ی ش  اخص نش  ان دادند. همهاباکتریمقابل 

تیم ار آنزیمی م اهی ت پروتئینی عوام ل آنتاگونیس   تی 

 و ی لاکتیکی را تژیید کردهاباکتریتوس   ط  دش   دهیتول

ای با پتانس  یل بس  یار بالا س  ویه عنوانبه T2 س  ویه بومی

ش   یگلا  های گرم منفی نظیربرای مه ار رش   د ب اکتری
کلبسیلا  و کاانتروکولیتییرسینیا  ،اشریشیا کولای ،فلکسنری

 (.Tarinejad et al., 2017ته شد )در نظر گرف نومونیهپ

نمونه از محص  ولات لبنی محلی از  21 در پژوهش  ی،

اثرات ضد میکروبی  .شد یآورجمعمنا ژ مختلف اهواز 

با اس  تفاده از آزمون انتش  ار دیس  ک بر روی  هاجدایه

نتایج نشان  و با س  ه پاتوژن بررس  ی جامد MRSمحیط 

بنی های لاز نمونه جداشدهداد فقط سه سویه لاکتوباسیل 

 .L) ل  اکتوب  اس   یلوس آلیمنت  اریوس ازجمل  ه محلی

alimentarius)، لاکتوباس  یلوس س  اکی (L. sake)  و 

، اثرات (L. collinoides) ل اکتوباس   یلوس کولینویدس

هر  .داشتند تحت مطالعهزا مهاری بر روی عوامل بیماری

س ه جدایه به ترتیب فعالیت نس بتاً شدیدی )منطقه مهار 

س   ودوموناس آئرونژینا متر( در برابرمیلی 10از  تربزرگ

(P.aeruginosa )باس یلوس سوبتیلوس  و(B.subtilis) 

 (.Karami et al., 2017) نشان دادنداز خود 

 ،لوسلاکتوباسی اسیدلاکتیک باکتری 110ای در مطالعه

 ل وکونوس   توک و( Lactococcus) ل  اک ت وک وک وس

(Leuconostoc )پنیرتنریف از ش    ده ج  داس    ازی 

(Tenerife) ض   د باکتریایی ماده تولید اس   اس بر را 

 که را TF711  پلانتاروملاکتوباس  یلوس  س  ویه و گزینش

 شانن مختلف یهاپاتوژن برابر در وس یعی میزبانی  یف

  ،SDS-PAGE توس  ط آن مولکولی و وزن انتخا  ،داد

KDa0/2  گردید  تعیی(Anderssen et al., 1998). 

توباسیلوس لاکباکتری  هیسوکی از دشدهیتولباکتریوسی  
که از یک نوش  یدنی تخمیری مبتنی   Lp6SH  پلانتاروم

 های گرم منفیعلیه باکتری بر ذرت جداسازی شده بود،

بود. ب  ال  ایی و مثب  ت دارای خ  اص   ی  ت ب  ازدارن  دگی 

وزن پروتئی  با اس   تفاده از  لیوتحلهیتجز ب اوجودای ،

SDS PAGE  .فعالیت  حال یباا ب اندی را نش   ان نداد

در ژل تش  خیص   Overlay assayباکتریوس ی  با روش 

ای  روش نشان داد که غلظت پپتید فعال کم  و داده ش د

 KDa34/2وزن مولکولی پپتید باکتریوسینی  و بوده است

  (.Marie et al., 2012) گزارش شد

 SDS PAGEنتایج حاص   ل از  ،حاض   ر تحقیژدر 

ه  ای ه  ای خ  ارج س   لولی ب  اکتریرس   و  پروتئی 

 01توس  ط س  ولفات آمونیوم  ش  دهنشیگز اس  یدلاکتیک

تا  201مولکولی وزن  محدودهدر  ییه اب ان د، درص   د

شان داد ن هاس ویهرا برای ای   KDa11 باندهای کمتر از

در محدوده جرم  KDa11 ک ه فقط ی ک ب ان د کمتر از

باکتریوسینی قرار داشتند. الگوی باندی  IIمولکولی گروه 

SDS PAGE ها مشابه سویه بومی استاندارد همه باکتری
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28L .مال احتبا توجه به بهینه نبودن ش  رایط کش  ت  بود

 یهاس   ویهک ه برخی پپتی دها به میزان کمتری در  دارد

و در  ول مراحل اس  تخراج  به میزان  دش  دهیتولبومی 

با  جهیدرنتها کاس  ته ش  ده اس  ت. زیادی از غلظت آن

-SDSژل بر روی کوماس  ی بلو   یزیآمرن اس  تفاده از 

PAGE ن برای ا مینابنابرای ، نخواهند بود.  تیرؤق ابل

بومی  یهاس   ویهاز حو   ور ژن مولد باکتریوس   ی  در 

 .  باشدمیضروری  PCR روش 

 ژیآسان و دق یع،سر یغربالگر شتوس عه رو منظوربه

یس  ک علیه انتش  ار از د یپژوهش روش غربالگر ی در ا

 یفبر موت یروش مبتن ی  کو دو ب  اکتری ش    اخص 

YGNGV  زیرگروه  0برای تکثیرIIa استفاده شد (Liu 

et al., 2014.)  همچنی  از روش  راحی پرایمر برای

های س  اختاری ژن یدس  ت ییپاهای بالادس  تی و توالی

به دس  ت آوردن  منظوربه IIb رگروهیزی هاباکتریوس  ی 

 گردید. استفادهمولد باکتریوسی   اسیدلاکتیک یهاسویه

ب ا توج ه ب ه عدم وجود باند تکثیری با اس   تفاده از 

ژنومی و  DNAاز روی  IIa رگروهی ز آغ  ازگ ره  ای

ژن س  اختاری  0گزینش  ی فاقد  یهاس  ویهپلاس  میدی 

ه است ک یدر حالبودند. ای   باکتریوس  ینی IIaزیرگروه 

 پلانتاروم لاکتوباسیلوس س ویه روی برمطالعات محققی  

C11  یک ژن باکتریوسینی گروه وجودIIa (Plantaricin 

423 )(Van Reenen et al., 2003 ) و ش    ش ژن

 IIb (plnA،plnE ،plnF ،plnJ  ،plnKباکتریوسینی گروه 

(، Anderssen et al., 1998)را نشان داده است  (plnN و

از یک اپرون ژنی واقع در  Plantaricin 423 وری ک ه 

که بس یار شبیه به اپرون  ش ودمیبیان  pPLA4پلاس مید 

. چهار ژن باش  دمی  pediocin PA-1ژنی باکتریوس  ی  

plnABCD  دری  ک اپرون  بر روی کروموزوم اص   لی

باکتریوس   ینی  IIaباکتری مس   ئول س   اخت زیرگروه 

برخی از (. Van Reenen et al., 2003) ب  اش   ن  دمی

دارای ش   ش ژن  پلانتاروملاکتوباس   یلوس  یهاس   ویه

 IIb (plnA،plnE ،plnFب  اک ت ری وس   ی نی زیرگروه 

،plnJ،plnK  و plnNها در ( هس   تند. هریک از ای  ژن

 ،  plnABCD ،plnEFI،plnJKLRه   ای اپ   رون

plnMNOP  وplnGHSTUV ق  راردادن  د .plnEF  و

plnJK های دو باکتریوس   ی  دو پپتیدی هس   تند. ژن 

PlnI،PlnL  وPlnM  ه  ای ایمنی، پروتئیPlnB،PlnC   

  ، PlnGهای درگیر در انتقال س  یگنال، پروتئی  PlnD و

PlnH  کنندهای پردازش   ی ترش   حی را کد میپروتئی 

(Diep et al., 1994 .) 

 س  اختاری ژن دارای N س  ویه PCRبا توجه به نتایج 

باز، ژن  جفت  2111 حدود باند  ول با JK باکتریوسی 

 1011 حدود باند  ول با EF س  اختاری باکتریوس  ی 

  است باز جفت 1311 حدود باند  ول با N و باز جفت

 باکتریوسی  ساختاری ژن دارای M س ویه کهیدرص ورت

JK و EF اری ذهای حاص  ل از بارگ ول باند .باش  دمی

نتایج حاصل  حاض ر مشابهدر تحقیژ  PCRمحص ولات 

 و همکاران اس  ت زادهغلام PCRاری محص  ول ذاز بارگ

(Gholamzadeh et al., 2017 .)اینکه باند به توجه با 

 JK آغازگر از استفاده با JK  plan تکثیری مربوط به ژن

  اس  ت، آمدهدس  تبه M س  ویه ژنومی DNA روی از

ری باکتکروموزوم  روی ای  ب اکتریوس   ی  بر ج هیدرنت

ه  ای ژن  تیکی ک  د کنن  ده ت وال ی .دارد ق رار ب وم ی

 لاکتوباس  یلوس یهاس  ویهدر بیش  تر  هاباکتریوس  ی 

بر روی  PCS20و  BFE5092  س   ویه نظیر  پلانتاروم

کروموزوم ب  اکتری قرار دارن  د و در ی  ک خوش   ه ژنی 

    (.Cho et al., 2010b) اندافتهی سازمان
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، قطعه PCRبع د از تکثیر توالی ژن مربو ه توس   ط 

از روی ژل در J,K,N,E,F  planموردنظر مربوط ب  ه 

شد و برای تعیی  توالی با استفاده  یسازخالص Nسویه 

از پرایمره ای داخلی ژن موردنظر به ش   رکت ماکروژن 

  Chromasافزارنرمها با کره جنوبی ارس  ال گردید. توالی

توالی   ینیچهمق رار گ رف تن  د.  زیر  یم وردب ررس   

های حاص  له از پایگاه داده همراه با توالی آمدهدس  تبه

NCBI  در پایگاهMultalin نتایج زیر  .ص   ورت گرفت

 یهاسویهنش ان داد که  آمدهدس تبههای توالی ینیچهم

 یهاسویهدرصد تشابه با  99بومی موجود در ایران بالای 

 ATCCو  FQ (KX853041.1) پلانتاروملاکتوباسیلوس 

BAA-793  .دارد 

لاکتوباس   یلوس   قابلیت بازدارندگی  ش   ش س   ویه

با روش  L25 و DL2 ،BL1 ،L28 ،L27 ، EL3 پلانتاروم

قرار  یموردبررس   در پژوهش  ی دیگر انتش  ار از دیس  ک

مربوط ب ه باکتریوس   ی  با واکنش  نیژ . منا ژگرف ت

و  BL1 ،L28 ،L25 یهاس   وی ه ای پلیمراز درزنجیره

EL3  نت ایج توالی یابی نش   ان داد که  .نددکر اپیدتکثیر

 یهاباکتریوسی دارای ژن س اختاری برای   EL3س ویه 

PlnEF ،PlnJK و PlnN یهاهی و س   و L28  وBL3  

 هس    ت  ن  د  PlnEFس    اخ  ت  اری ب  رای  دارای ژن

(Gholamzadeh et al., 2017.)  

 بررس   ی مک  ان ژنی مربوط ب  ه ب  اکتریوس   ی در 
و  BFE 5092 یهاس   ویه پلانتاروم ل اکتوباس   یلوس

PCS20 ش  دهی راحاز آغازگرهای عمومی  با اس  تفاده 

نت ایج نش   ان داد مک  ان  ،ه ای ب  اکتریوس   ی برای ژن

به  یتوجهقابلش  باهت  BFE 5092باکتریوس  ی  س  ویه 

 لاکتوباس   یلوسمک ان پل انتارس   ی  دارد که قبلاً برای 

 است شدهگزارش WCFS1و  C11 یهاهیس و پلانتاروم

(Cho et al., 2010a .) 

 برتر یهاس  ویهرویکرد مطالعه حاض  ر برای گزینش 

س  ریع و دقیژ اس  ت و تنها نیازمند دو مرحله گزینش  ی 

.  ی مراحل باش  دمی PCRآزمون انتش  ار از دیس  ک و 

 دکنندهیتول سویه عنوانبه Nو   Mبومی هیدوسوگزینشی 

معرفی ش   د. س   ه س   ویه  IIbباکتریوس   ینی  رگروهیز

نیز ب  ازدارن  دگی  T2و  15E ،H20دیگر  ش   دهنشیگز

نش   ان دادند،  ش  اخصهای بس  یار خوبی علیه باکتری

نی های دیگر باکتریوسیمطالعات آتی نیازمند ردیابی گروه

 توانیم Nو   Mهیدوس   واس   ت. از  هاس   ویهدر ای  

فی برای ارتقاء سط  کی باکتریاییضد یک عامل  عنوانبه

 محصولات لبنی و غذای دام استفاده کرد.

 

 سپاسگزاری

از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهید  لهیوس یبد

م دنی آذرب ایج ان و نیز م دیریت محترم پژوهش   کده 

بیوتکنولوژی کش  اورزی ش  مال غر  و غر  کش  ور 

حجازی به جهت در اختیار   یمحمدامجنا  آقای دکتر 

قرار دادن بخشی از امکانات مالی و پژوهشی ای  تحقیژ 

 .گرددمیتشکر و قدردانی 
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