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 كیدهچ
 رلزگ  گتل    ؛ تهفل  سمهتملد   اگ گس   لر  گراگفشله  دا   DNAههی بهک اتهت  قهداسد تله  ولولو     تعدگدی گس نوس : مقدمه

سرز گت  گ وه   بهسراوس سوب رارسدا  واد بهک ای  .ب  گ  دگادداتهف  ب  شاگتط   هسمد بزان  پلاسمرد و سوع  رزبه  
دا حه  حهضا او   اسوم باگی گس قه  پلاسمرد خهاج  ب  داو  بلهک ای  . گلب   به  رزگ  گس قه  ب رها پهترم  وجود دگاد

دا گتل  او  سرلز  رلزگ     . گسل  ( گسلیرزتز  )گس  هد  گس او  ربرع  دا تک   ر  کشل  حلدگق     بهسراوس سوب رارس
بل    CM11بااس  تومرو  سلوت  بلا پهتل  پی رلد کهتروسرلک       ،هدف گس گت   طهلع . توج  سر   ه   طاوب و دا خواگس ق

 .گس  بهسراوس سوب رارسب  بهک ای  DNAعموگ  بک پی رد تاگوگ کممد  غشهء، باگی گفزگتش  ؤثا ساخ تاگس  وا هسرو  

بهسراوس ب  بهک ای  pWB980سهسی گس قه   ب  عموگ  عه ا  باگی بهرم  CM11دا گت  او ، گس پی رد  :ها  مواد و روش
بله دو او   جلزگ و دا حرلوا     بهسلراوس سلوب رارس  سلهسی   فاآتملد   ل عد   ،بلاگی گتل   مرلوا    .گس  هد  شد سوب رارس
سلهع  دا حرلوا    90بلدت  تاترلک کل  دا او  سخ ل ، بلهک ای بل   لدت        . هلهی  خ الپ پی رلد گسجلهم شلد      غار 
ی  خ اپ پی رلدی   هه غار  ،دا او  دوم. ی  خ اپ پی رد ترمها شد و سیس دا  عاض پلاسمرد قاگا ناف هه غار 

ی داتهفل  کمملد  پلاسلرمد بلا      هله  نای بلهک ای  پس گس غابه . هماگ  به پلاسمرد ب  شو  همز ه  ب  بهک ای عاض  شد
ی تاگس ل وام شلد  بل  گسگی هلا      هله  یآنها حهوی آس   بروترلک کهسه هت لر  تعلدگد کل  بلهک ا      LBاوی   ر  کش  

 .پلاسمردی   هسب  و به کم ا   قهت   شد DNAنام   رواو

( کم لا  )باگبلا برشل ا گس شلاگت  گسل هسدگاد      1/6ب  بلهک ای دا به لات  حهلل   علهد       pWB980گس قه  پلاسمرد  :نتایج

 .(P value <0.001)نزگا  شد ک  گس ل هظ آ های دگاگی گخ لاف  عم  دگای بود 

توگسلد   ب  عموگ  تک پی رد تلاگوگ کمملد  غشلهء سلاول   ل       CM11گت   طهلع  سشه  دگد ک  پی رد  :گیری بحث و نتیجه

اگ ب  روا دا خوا توجه  بهرم  سمود  و ته حدود ستهدی  بهسراوس سوب رارس  خهاج  ب  بهک ای DNAتاگس  وا هسرو  
 . شو  ساخ پهئر  گس قه  ربرع  اگ باراف سمهتد

  رارسبهسراوس سوب، pWB980، پلاسمرد CM11تاگس  وا هسرو ، پی رد  :های کلیدی واژه
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 مقدمه
گی شلو  نلام    بلهک ای گسل وگس    9بهسراوس سوب رارس

گتل   .  ثب   گسل  کل  برشل ا دا خلهف تهفل   ل  شلود       
 ،بهک ای به دگش   تلک سر ل   تاشل   فعله  و کهاگ لد     

ی   موع  اگ ب    ر  پراگ وس  خود  هه قهدا گس  پاوتئر 
ی  هه گس  هد  گس گت  وتژن  دا تولرد پاوتئر . تاشح سمهتد

هلله  سوتاکرلک بهعللس ت لهر   اگحلل  تولرلد گتلل  پلاوتئر     
گس دتگا  زگتهی گت   رواو گانهسر   ک  آ  (. 9)شود    

ی هله  اگ ب  عموگ  تک  رزبه   مهسک دا توثرلا و برله  ژ   
کملد تلوگ  اشلد سلاته، سلهول        ه اولوگ  عافل   ل   

بلود ،   سگ برمهایدس وهای ژس رو  دا ژسوم بهک ای، غرا 
ژسلوم  شللخ  و تعرلر  تللاگدف شلد  و اافرلل  بلله  دا    

به هم  گت   زگته گسل  هد  گس گتل    (. 2)تاشح پاوتئر  گس  
تولرلد  . گسل  بهک ای ب  عموگ   رزبله  دگاگی  علهتب  سرلز    

کل    WPRAدگخل  و خلهاس سلاول   ثل       پاوتئرمهسههی
شلود گس  شلولات    ههی تاش    ل   بهعس تجزت  پاوتئر 

ک  گتل   گس  بزاگ هم هس  سهسی و بره  دا گت  بهک ای 
ک   WB700و  WB600ههت   ث   شو  به سهخ  سوت 

ههت   هه غرا فعه  شد  و قهداسد چیاو  ههی پاوتئهس آ  ژ 
اگ دا حد وسرع  تولرد کممد ح  شد  گسل    PRSA ث  
گس دتگا  عهتک گت  بهک ای ب  عملوگ   رزبله    (. 1و  0، 3)

سمهتد ساخ ب لرها   ک  کها به آ  اگ باگی   ققه  دشوگا   
خهاج  ب  داو  ساو  بهک ای تله دا   DNAپهتر  گس قه  

عال  گتل    لدودت     . گصطلاح تاگس  وا هسلرو  گسل   
رللدوناروه  دا گرللاگف غشللهء وجللود دتللوگا  ضللخر  پی 

گس  کل   هسملد تلک سلد بل        بهسراوس سوب رارسساول  
ی خللهاج  بلل  داو   هلله شللدت اگ  س للوک  للهکاو ولوو 

 . دهد ساو  بهک ای اگ کههش   
 DNAکل  فاآتملد کاوسرمل  و گس قله       به توج  ب  گت 

ی کللهابادی دا  هلله تللات  فاآتمللد  پلاسللمردی گس  هلل  
 لک گسل  کل  رل  آ  ژ      بروتومولوژی و  همدسل  ژسر 

هدف دا قهلک تک سهق  پلاسمردی وگاد بهک ای  رزبله   

سهسی آ  بهعس دسل رهب  بل  س لهت  گولرل  و      شود، بهرم    
ثهسوتلل  به للا دا رلل  تاگاتخلل  سمللود  بللهک ای هللدف   

بهسلراوس  خوگهد شد ک  گت   وضلوع دا  لواد بلهک ای    
 ی ب رهای دا حلوس  گس قله    هه ک  دگاگی  زت  سوب رارس

ههسل  و گس رافل  توگسلهت      ی سوتاکرلک و برله  آ    هه ژ 
خلهاج  اگ دگاد، گس گهمرل  ب لزگت      DNAجرب پهتر  

 . باخوادگا گس 
 DNAی   عددی باگی گس قه   هه دا حه  حهضا او 
وجود دگاد  بهسراوس سوب رارسخهاج  ب  داو  بهک ای 

 DNAگس قله      هله  ک   قاو  ب  صاف  و پا کهابادتات  آ 
. داو  ساو  صلاحر  دگا شد  به او  ربرعل  گسل    ب 

هاچمد گتل  او  ب لرها سلهد  و دا دسل اس گسل ، گ له       
خهاج  توس  آ  به بها  وای ب رها پهترم   DNAگس قه  

گسهس گت  او  گسل  هد  گس تلک   لر     . نراد گسجهم   
بلاگی اشلد و توثرلا     2(گسیرزتز )کش  تاکرب  حدگقا  

گس  بل  س لوی کل  دا گتل       بهسراوس سوب رارسبهک ای 
باخل  گس  لوگد   سبلود  ی بهک اتهت  ب  عا   هه   ر  ساو 

توگسللهت  سللهخ   ،گولرلل   للواد سرللهس بللاگی اشللد که لل   
پی رللدوناروه  دتللوگا  سللاول  خللود اگ بلل  شللو  که لل   

بمهباگت ، ساو  اشد تهف   ب  شلو  پاوتوپلاسل     .سدگاسد
دا گت  شاگت  به توج  ب  سبود دتوگا  ساول  که ل   .  گس

خللهاج  برشلل ای دا  DNAدا گرللاگف سللاو  بللهک ای، 
گس  DNAنرلاد و جلرب     جهوات غشهء ساو  قلاگا  ل   
بملهباگت ، بل  سرلا    (. 6)تهبلد     ر  پراگ لوس  گفلزگتش  ل    

اسد گنا ب وگ  بدو  تهدتد حرهت بهک ای گب دگ با سد    
دتوگا  ساول  بهک ای غاب  سملود و  ضخر  پی ردوناروه  

تلوگ    دا گدگ   تاگوگت  غشهء ساول  اگ سرز گفزگتش دگد  ل  
خللهاج  بلل  داو  بللهک ای اگ بلل   DNAاگسللد ه  گس قلله  

تلهکمو  ت قرقلهت   .  رزگ  دا خوا توجه  بهبلود بخشلرد  
 3ی کهتروسرک تلاگوگ کمملد  غشلهء    هه ستهدی دا  واد پی رد

سلهسی دگاوهله و دتگلا     ه  و اهله عموگ  گبزگای بلاگی گس قل  
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ی هلدف گسجلهم شلد      هله  دا سطح ساو  ست   تاکربهت 
گسرد آ رمل    14ته  24گت  پی ردهه ب  روا  رهسگر  گس . گس 

تشلور  شللد  گسللد و بلل  عال  دگاگ بللود  تعللدگد دا خللوا   
ی لرزت  و آاژتمر  دا سهخ ها خلود   هه توجه  گسرد آ رم 

همچملر ، گتل  پی رلدهه     .دگاگی بها گلو اتو   ثب  ه  مد
دا کمها دگشل   بلها  ثبل  بل  عال  دگشل   سلهخ هاههی        
آ    پهترلک قهداسلد بلدو  سرلهس بل  نراسلد  غشلهت  دا        
عاض غشهء س لوک کلاد  و بله گتجلهد سلهخ هاههی ح لا        

غشهء ساو  اگ س ب  ب  تاکربهت   لر  پراگ لوس     0 هسمد

تلل   هسمللد پللاوتئر  و    هلله خللود بللوتژ   للهکاو ولوو   
گتلل  دسلل   گس  (.7. )گوسوکائوترللدهه س وکپللرتا سمهتمللد گلر

هللهی نللام  ثبلل   هسمللد  توگسمللد دا بللهک ای  لل   هلله پی رللد
گس راتق  رهسومش به ترووئرک گسلرد   بهسراوس سوب رارس

 وجود دا دتلوگا  سلاول  بلهک ای کل  دگاگی بلها  م ل        
گس  ب  غشهء ساو  س وک کاد  و بله گتجلهد سهپهتلدگای دا    

جک س وکپرتا شلد  گتل  غشلهء س لب  بل       سهخ ها آ   و
شو  (. )1و  8)تاکربهت پراگ وس  ساو  بهک اتهت  شوسد 

9 ) 
 

 
 ی نام  ثب  هه بهک ای( B)و سهخ ها غشهت  ( A)س و   رهسومش پی ردههی کهتروسرک به سهخ هاههی آسروسرک  وجود دا دتوگا  ساول   -9شو  

 

پی ردههت  ه  مد ک  توگسهت  دا  6و  رار ر  1سواوپر 
خوا توجه  باگی گتجهد تغرراگت بلا اوی سلهخ ها غشلهء    

دگاسد و ب  تاترک جزو پی ردههی سر    گتممل     هه بهک ای
ی  هلله پی رللد. و سسبللوا ع لل  ه لل مد   7دا سللوع  پاوگسلل  

گسرد آ رمل  تشلور  شلد  گسلد کل        31ته  37سواوپر  گس 
پهترلک بله سلهخ ها    ب  شدت آ  ل    Nدگاگی تک گس ههی 

آل ه هاروس ه  مد ک  توس  تک ق لم  گاتجلهع  بل     
  همچمللر ، پی رللد. آبگاتللز   صلل  شللد  گسلل   Cگس هللهی 

گسرد آ رمل  تشلور  شلد  گسل  کل  بلا        26 رار ر  سرز گس 
ب  شدت آ    پهترک به  Cخلاف سواوپر  تک گس ههی 

آبگاتز   صل    Nسهخ ها آل ه هاروس دگاد ک  ب  گس ههی 
  (.99و  94)  شد  گس

به توج  ب  سقلش و پ هس لر  پی رلدههی کهتروسرلک دا     
ی بهک اتللهت ، دا گتلل   هلله گفللزگتش تاگوگتلل  غشللهء سللاو 

ک  هرباتدی  ش ق شد  گس  CM11 طهلع ، س و  گثا پی رد 
پی رللدههی سللواوپر  و  رار للر  گسلل  بللا  رللزگ  گس قلله    

بهسلراوس  ی  هله  خلهاج  بل  داو  سلاو     DNAپلاسمرد 
بلله تللوگل  ( CM11)گتلل  پی رللد . بااسلل  شللد سللوب رارس

WKLFKKILKVL-NH2     تشلللور  تهف للل  گس سلللوگح
Cecropin A (1-7 residues) -Mellitin (5-8 residues) 
گس  ک  به تعدگد گسردآ رم  کم ا دگاگی عماوادی  شهب  

بلا گتل    (. 93و  92)به پی ردههی سواوپر  و  ار ر  گسل   
بل  عملوگ  تلک پی رلد تاگوگکمملد        CM11گسهس گس پی رد 

غشللهء بهک اتللهت  بلل   مرللوا بااسلل  و گتجللهد تغررللا دا   
بلل  داو  بللهک ای   pWB980اگسللد ه  گس قلله  پلاسللمرد  

 .گس  هد  شد بهسراوس سوب رارس

 پی رد کهتروس 

B 

 پی رد کهتروس  
A 
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  ها مواد و روش
 سنتز پپتید

 Cبا پهت  کابوک لرمهتد گس هلهی    CM11پی رد هرباتد 

دا فهس جه د و به گس  هد   8  ص  شد  ب  است  گخ صهص 

آس هتشگه  سم ز دگاو، ناو  )گس او  گس هسدگاد سم ز شد 

پی رد سم ز شلد   ((. ع)ست   شمهس  دگسشگه  گ هم ح ر  

به گس  هد   C18فهس  عووس با اوی س و   HPLCتوس  

داصلد دا   64تله   94گس تک شرک غار ل  گس گسل وسر ات    

تلای فاواوگسل رک گسلرد بله خالو        داصلد   9/4آب به 

دا گس هله بلاگی تیترلد    . سهسی شلد  داصد خهل  14به ی 

 1ص   و هم هس  پی رد گس آس و  ررلپ سلمج  جا ل    

  (.90)گس  هد  شد 
 سویه باکتریایی و پلاسمید

داتهفل  شلد    ) 94WB600 بهسراوس سوب رارسسوت  

( گسناو  ت قرقهت  دک ا تخچهل ، پژوهشگه   ا  ژس رک

ب  عموگ   رزبه  گس هسدگاد بلاگی بااسل  گس قله  پلاسلمرد     

 pWB98099 (3.8 kbp)همچمر ، گس پلاسمرد . گس  هد  شد

حهوی سشهسگا گس خهب  آس   بروترو  کهسه هت ر  ب  عموگ  

DNA گتللل  سهقللل   شللل ق  گس . خلللهاج  گسللل  هد  شلللد

و همچمر  تلک   P43دگاگی پاو وتا  ،pUB110پلاسمرد

کل  بلاگی    گسل   pUC18توگل  دسبهل   شل ق گس پلاسلمرد   

ستلهد گسل  هد     بهسلراوس سلوب رارس  کاوسرم  دا بهک ای 

 .شود   
 تهیه محلول پپتیدی 

پی رد لروفرارز شد  دا بهفا ف ل هت سلهلر  بله گسلردت       

حل  و گس آ   لر ا نلام بلا  رال      رال   تلک به غارل    2/7

 .گس وف تهر  شد
 تهیه محیط کش  ترکیبی اسپیزیزن 

سلهسی   لر  کشل  حلدگقا       ب   مروا تهر  و آ هد 

نلام بلا   )شلود   ل   گس تاکربهت ستا گس  هد ( 6)گسیرزتز  

 :(لر ا

21 K2HPO4. 3H2O:  6؛  :K2HPO4؛ 

2  :Na2SO4  4931/4؛  :FeCl3  44430/4؛  :MnSO4 ؛

3/4  :MgSO4. 7H2O  9؛  :Na3C6H5O7؛ 

 0  :Glucose  2؛  :Glutamate  40/4و  :L-Tryptophane؛ 
 

 باسییلوس سیوبتیلیس  ی باکترییایی   ها مستعدسازی سلول
WB600  

بلا توگسلهت     CM11باگی بااس  تهثرا پی رد هرباتلدی  

دا جلللرب و  WB600 بهسلللراوس سلللوب رارسبلللهک ای 

خهاج  گس دو او   خ الپ بلاگی تهرل      DNAداتهف  

دا او  گو  . ههی    عد گت  بهک ای گسل  هد  شلد   ساو 

سلهع     98سو   واد سرا بهک ای گس راتق گسووبهسلرو   

 1سیس . با اوی   ر  کش  آنها لواته باتهس  گحره شد

  ر  کشل  حلدگقا    لر ا  تک  را  :وته  گس ات  شه  

گسیرزتز  تهر  و ب  ها وته  غارل   خ ا ل  گس پی رلد کل      

لر للا بللود،   رواونللام دا  رالل  6و  3، 2، 9، 1/4: شلله  

سیس ب  ها وته  تک کاوس  گس بلهک ای گحرله   . گضهف  شد

نلاگد بله تولهسش     داج  سلهس    31شد  تاقرح و دا د هی 

دگس لر     OD600تله دا   دوا دا دقرق  نا لهده  شلد   914

سلهسی گولرل     دا او  دوم، آ لهد  . شود 1/4ساول  باگبا 

هه دا   ر  کش  گسلیرزتز  و بلدو  گسل  هد  گس     بهک ای

پی رد گسجهم شد و پی رد دا  احا  سهلهت  تاگس  وا هسلرو    

 .ب  هماگ  پلاسمرد ب    ر  حهوی بهک ای گضهف  شد
 B.subtillis WB600ترانسفورماسیون 

دا او  گو  باگی گس قه  پلاسلمرد بل  بلهک ای، گب لدگ     
سهسونام  944به غار   pWB98 رواولر ا گس پلاسمرد 94

لر لا    رال   9وتله  حلهوی    1با  هکاولر ا بل  هلا تلک گس    
  ر  کش  گسیرزتز  حهوی بهک ای و  قلهدتا    لهوت   

گضهف  ( لر ا  رواونام دا  را  6 و 3، 2، 9، 1/4)گس پی رد 
دا . داج  سهس   ناگد گسووب  شد 34سهع  دا  90شد و 

ی  هله  س ه  به غار  او  دوم گس قه  پلاسمرد ب  شو  ه 
بمللهباگت ، بلل  هللا تللک گس  .  للواد سرللا پی رللد تاقللرح شللد 
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لر ا   ر  کشل  گسلیرزتز  و    ی حهوی تک  را  هه وته 
 pWB980 هکاولر ا گس پلاسمرد  94بهک ای    عد شد ، 

ی  هله  با  رواولر ا ب  هماگ  غار سهسونام  944 به غار 
( لر ا  رواونام دا  را  6و 3، 2، 9، 1/4) واد سرا پی رد 
 90نلاگد بلاگی  للدت    داجل  سلهس     34گضلهف  شلد و دا   

بل   مرلوا  قهت ل   رله  اگسلد ه       . سهع  نا هده  شلد 
گس قه  پلاسمرد دا او  ربرع  و او  گسل  هد  گس پی رلد   

باگی گت   مروا دا سموس  . شد ی کم ا  گس  هد  هه گس سموس 
کم ا  هم   اگح  گس قبر  فاآتملد    عدسلهسی سلاو  و    
. تاگس  وا هسللرو  دا عللدم حرللوا پی رللد گسجللهم شللد     

باگی بااس  قهبار  تولاگا پلرتای و  طهلعل       هه آس هتش
  .آ های س  بها تواگا شد

های دریاف  کننده  گری و محاسبه تعداد باکتری غربال
 پلاسمید 

گس گتمهم فاآتمد تاگس  وا هسلرو  بلاگی  شلخ     پس 
هله بل     هلهی تاگس ل وام شلد ، وتله      سمود  تعدگد بهک ای

دا  قرللهس سرللاوی   2444دقرقلل  و بلله سرللاوی    1 للدت 
 24هلهی حهصل  دا    اسلوب . سهس ات روژ شدسد 92ناگسش

 للهته بلل  شللو     LB   للر  کشلل  تللهس    رواولر للا 
دگاگی  LBسوسیهس رو  داآ دسد و با اوی   ر  آنلها  

. کهسه هت ر  کش  دگد  شلدسد  لر ا نام با  را   رواو 34
ی  هله  باگی بااس  عماولاد و س لو  تهثرانلرگای غارل     
تل    هله     هوت پی رد با فاآتمد تاگس  وا هسرو ، شلهخ  

بااسلل  و   هسللب  و دا گدگ لل  تغررللا و    9ربللق جللدو   
کهاآ دی گس قه  پلاسمرد به گس  هد  گس س هت  و فا و  ستا 

س  بها تواگا شد  و  قدگا  رهسگر    هه بااس . استهب  شدگ
ی شمها  شد  دا ها او  ب  عموگ  شهخصل    هه بهک ای

 .گصا  گس قه  پلاسمرد دا سرا ناف   شد
 

                         
                                     

                             
  

  
  

 

 

 
 محاسبه لاماری 

آ هاهللهی توصللر   بلله گسلل  هد  گس شهخصلل  پاگکمللدن    
گس لللاگف  عرلللها و شهخصللل   اکلللزی  رلللهسگر  تعلللدگد 

اشد تهف   با اوی   ر   بهسراوس سوب رارسی  هه کاوس 
حللهوی آس لل  بروترللک کهسه هت للر  نللزگا   LBکشلل  
بلاگی     ل ق   93ت ل  -تلک آس لو  آ لهای تل     . شدسد

هلهی کمل   رله  دو      قهت   دو سوع او  و  قهت ل  دگد  
بلاگی   90 لد  آسلهلرز وگاتلهسس   . ناو  دا سرا ناف ل  شلد  
ی  هله  هلهی دتگلا  هسملد تلهثرا دوس     ت ار  آ های شهخصل  

  41/4پی رللللدی گسلللل  هد  شللللد و گح ملللله  کم للللا گس   
(P value < 0.05 )   باگی  عمهدگا بود  گس سرلا آ لهای دا

س خ   SPSSبه گس  هد  گس سام گفزگا   هه گد د. سرا ناف   شد
 .ت ار  شدسد 96

 

 نتایج
سشلله  دگد  شللد  گسلل ،  2رللوا کلل  دا شللو   هملله 

کهاگت  فاآتمد گس قه  پلاسمرد ب  بلهک ای دا او  گو  و  
لر لا بل      رواونام بلا  رال    2به گس  هد  گس غار  پی ردی 

 1گس  ک  گت   رلزگ    CFU/µg DNA 940 X 2/0 رزگ  
. گسل  ( CFU/µg DNA 940 X 7/4)باگبا سموسل  کم لا    

تات  حهل  گس قله    همچمر ، س هت  سشه  دگدسد ک  کهاآ د
همگلله   اخ  بهسللراوس سللوب رارسپلاسللمرد بلل  بللهک ای 

ههی بهک ای بله گسل  هد  گس او  دوم و    دهد ک  ساو    
بل   . لر ا پی رلد ترملها شلوسد     رواونام با  را  2به غار  

 CFU/µg DNAگس  هد  گس گت  او  تعدگد  روای ک  به
940 X 9/1 پلاسلمرد    هه گس بهک ایpWB980    اگ داتهفل

باگبلا نلاو  کم لا      7سمودسد کل  گتل   رلزگ  دا حلدود     
ربق س هت  ب  دس  آ د   رزگ  تاگس  وا هسرو  دا . گس 

لر لا گس    رواونلام دا  رال    3و  1/4ی  هله  حروا غار 
  هسلبهت آ لهای   . ه  شهب  بودپی رد دا ها دو او  تقاتب

ی داتهف  کممد  پلاسمرد  هه سشه  دگدسد ک  تعدگد بهک ای
دا ها دو او  دگاگی گخ لاف آ های  عمهدگای به ناو  

هلله  همچمللر ، تهف لل (. P value <0.001)کم للا  ه لل مد 
 شخ  سمودسد کل  بله گفلزگتش غارل  پی رلد دا هلا دو       

ی داتهفل    هله  بلهک ای او ، کههش  عمهدگای دا تعدگد 
 (.P value <0.001)دهد  کممد  پلاسمرد اوی   

 



 

 

 9312 تهب  ه ، 6 ، شمها دوم، سه  هه شمهس   رواوگانهسر   ست   جا    36

 

 

 

 

، دا او  گو  CM11دا حرلوا پی رلد    WB600 بهسلراوس سلوب رارس  بل  بلهک ای    pWB980سمودگا  قهت    رزگ  سلاخ گس قله  پلاسلمرد     -2شو  

سهسی دا   ر  گسیرزتز  و همچمر ،  احا  گس قه  پلاسلمرد توسل  پی رلد ترملها شلدسد گ له دا        اشد و آ هد  ی بهک اتهت  دا تمه    اگح  هه ساو 

 . او  دوم فق  دا  احا  گس قه  پلاسمرد گت  ترمها گسجهم شد

 

A : سهسی سوع گو  و او  گس هسدگاد  قهت   تغررا دا  رزگ  ساخ گس قه  پلاسمرد دا او  آ هد 

B : سهسی سوع دوم و او  گس هسدگاد دا  رزگ  ساخ گس قه  پلاسمرد دا او  آ هد  قهت   تغررا 

C : سهسی سوع گو  و سوع دوم  قهت   تغررا دا  رزگ  ساخ گس قه  پلاسمرد دا او  آ هد 

 

 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0.5 1 2 3 6 

(
ام 
ون
وا
  ر
ک
ی ت
گسگ
ب  
د  
 ش
 
تخ
اگا
ی ت
 هه
س 
او
 ک
دگد
تع

رد
سم
پلا

)
 ×

94
0

 

 ( رواونام با  را  لر ا) غار  پی رد 

گس هسدگاد او   

دوم او   

B 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0.5 1 2 3 6 

(
ام 
ون
وا
  ر
ک
ی ت
گسگ
ب  
د  
 ش
 
تخ
اگا
ی ت
 هه
س 
او
 ک
دگد
تع

رد
سم
پلا

)
 ×

94
0

 

 ( رواونام با  را  لر ا) غار  پی رد 

 

گس هسدگاد او   

گو  او   

A 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

1 2 3 6 

 (
ام 
ون
وا
  ر
ک
ی ت
گسگ
ب  
د  
 ش
 
تخ
اگا
ی ت
 هه
س 
او
 ک
دگد
تع

رد
سم
پلا

)
 ×

94
0

 

 ( رواونام با  را  لر ا) غار  پی رد 

 گو  او 

 دوم او 

C 



 

 

 37 ...به گس  هد  گس  بهسراوس سوب رارسگفزگتش بهسده  او  ربرع  گس  هد  گس   ر  گسیرزتز  باگی گس قه  پلاسمرد ب  داو  بهک ای 

 

 

 گیری بحث و نتیجه

 DNAدا  همدسلل  ژس رللک و بروتومولللوژی گس قلله   

تلات    ی بهک اتهت  تو  گس  هل   هه خهاج  ب  داو  ساو 

ک  گت    ت جه گس آ . شود فاآتمدههت  گس  ک  گس  هد    

تللات   اگحلل  تولرللد پللاوتئر    فاآتمللد تولل  گس کارللدی 

سلهسی و بهبلود اگسلد ه  آ   لواد      سوتاکرک گس ، بهرمل  

ی  لاتب  بله گتل      هله  توج  ب رهای گس   ققله  و شلاک   

ی نللام  م لل  گس جمالل     هلله بللهک ای دا. حللوس  گسلل  

ههت  ک  ب  روا ن  اد  باگی گفزگتش بهسده  گتل    او 

شلود، او  شلرمهت  کا لر  کااگتلد      فاآتمد گس  هد   ل  

کااتلد کا لر  بل  رلوا   ل قر  دا      دا گتل  او   . گس 

 بل   گتصه  بهتمهه باو  سدگاد   سقشخهاج   DNA جرب

DNA دتلوگا  تجمه برشل ا آ  دا سلطح خلهاج      سبک  

 DNAشد  ک  دا گت  حهل  ب  عا  قاگانرلای  بهک ای 

دا سطح سلاو  هلدف و گفلزگتش غارل  آ  دا فرلهی      

پراگ وس  آ ، گس عدگد و توگسهت  ساو  دا جرب و گس قله   

DNA  گفللزگتش دا خللوا تللوجه   ،بلل  داو  سر وپلاسلل

همچمر ، وجود کهترو   وجود دا گتل  تاکرلک   . تهبد   

ی  هه عموگ  تک عه   اقهب   باگی پ ب  ( +Ca2)شرمرهت  

Mg2+   پهتدگاکممللد   وجللود داLPS    غشللهت  خللهاج

بللهک ای عملل  کللاد  و بهعللس بللاوس سهپهتللدگای دا گتلل   

شود ک  س رج  آ  گفزگتش تاگوگتل  گتل  غشلهء     سهخ ها   

ی پراگ لوس  سلاو  بلهک ای     هله  س ب  ب   لهکاو  ولولو   

بهسلراوس   هسمد ی نام  ثب   هه گ ه دا  واد بهک ای. گس 
ک  دگاگی تک دتوگا  ساول  تشلور  تهف ل  گس    سوب رارس

پی ردوناروه  و ترووئرک گسلرد دا گرلاگف خلود گسل      

گس  هد  گس او  شرمرهت  کااتد کا لر   لؤثا و کهاگ لد    

تلا غشلهء خلهاج      سر  ، ستاگ گت  دتلوگا  ب لرها ضلخر    

ی نام  م   بود  و همچمر ، ح ل    هه  وجود دا بهک ای

دگش   سهخ هاههت  به بها  م    هسملد ترووئرلک گسلرد،    به 

 LPSکا ر  فهقلد قهبارل   سم گسل  کل  همهسملد       کااتد

 . ب وگسد دا آ  بهعس باوس سهپهتدگای و تاگوگت  شود

روا ک  قلبلا گشلها  شلد دا حله  حهضلا بلاگی        همه 

بهسلللراوس خلللهاج  بللل  داو  بلللهک ای   DNAگس قللله  
گس او  ربرعللل  دا داو    لللر  کشللل    سلللوب رارس

دا گتل  او  کل  دا   . شلود  حدگقا  گسیرزتز  گس  هد    

گاگت  شلد گس   لر  کشل  حلدگقا  گسل  هد        9118سه  

شللود کلل   وجللک گتجللهد سللهخ ها پاوتوپلاسلل  تلله     لل 

 شد  و بهسراوس سوب رارست  به دتوگا  سهق  دا  هه ساو 

ب  عا  فقدگ  ته سهق  بود  گت  سد پی رلدوناروهس ، دا  

خلهاج   رلزگ  جلرب آ  توسل       DNAصوات وجود 

گلب للل  دا گتللل  شلللاگت   . تهبلللد بلللهک ای گفلللزگتش  للل  

گسللرد  وجللود دا غشللهء سللاول  بللهک ای سرللز   ترووئرللک

توگسد گس راتق  رهسومش به پی رد ب  عملوگ  تلک عه ل        

طح غشلهء سلاو  عمل     تشدتد کممد  فعهلر  پی رلد دا سل  

ی نلام   هه ترووئرک گسرد دا سهخ ها ساول  بهک ای. کمد

 ثب  ب  دو صوات حروا دگاد؛ ته بل  شلو    صل  بل      

غشهء سر وپلاسم  گس  کل  لریوترووئرلک گسلرد سه رلد      

شللود و تلله   صلل  بلل   للوات  گسلل  کلل  بلل  عمللوگ      لل 

دا شلاگت   . شود گسرد دتوگا  ساول  شمهخ      ترووئرک

پلاس  ته وجلود دتلوگا  سلهق  دا گرلاگف سلاو       پاوتو

بهک اتهت  وجود لریوترووئرک گسرد به بها گلو اتو   م   

توگسد ب  عموگ  تک هدف گولر  باگی جرب، هدگت  و    

دا سلطح غشلهء    CM11تجمه پی ردههی کهتروسرک  هسمد 

اسد گت  تجمه گولرل  بل     ب  سرا    .(91)ساو  عم  کمد 

رد بله ف ل ولریردههی غشلهت  و گتجلهد     ت هر   رهسومش پی 

 (. 2شو ) شودح ا  دا آ   مجا 

با گت  گسهس دا گتل   طهلعل ،  له گس پی رلد کهتروسرلک      

CM11         ب  عموگ  تلک پی رلد تلاگوگ کمملد  غشلهء سلاول

ب  عا  دگاگ بلود  سلهخ ها    CM11پی رد . گس  هد  سمودت 



 

 

 9312 تهب  ه ، 6 ، شمها دوم، سه  هه شمهس   رواوگانهسر   ست   جا    38

 

 

آ  لل  پهترللک گتلل  توگسللهت  اگ دگاد کلل  دا غشللهء سللاو  

بهک اتهت  س وک کلاد  و بله گتجلهد ح لا  دا گتل  سلهخ ها       

بهعللس س وکپللرتای غشللهی سر وپلاسللم  آ  س للب  بلل    

بله گسل مهد بل   طهلعلهت گسجلهم      . ی خهاج  شود هه  ولوو 

 CM11ک  پی رد   جه گس آ  91شد  توس  دک ا تچر  شهی

گسردآ رم  تشلور  شلد  گسل ، بل  عال  کوتلهه         99گس 

ک  دا غشلهء بل  شلو  که ل  س لوک      توگسهت  گت  اگ سدگاد 

بملهباگت ،  . کاد  و دا آ  تک ح ا  که ل  گتجلهد سمهتلد   

پرشمههد شد  گس  ک  گت  پی رد با گسهس  وهسر م  ب  سهم 

به غشهء  رلهسومش دگد  و بهعلس بلاوس گخل لا  دا      96فا 

کلللمش  رللله   دا گتللل   وهسر للل  بلللاه . شلللود آ   للل 

بلها  )رد کهتروسرلک  ی غشهت  به بها  م   و پی  هه ف  ولریرد

بلل  فللا  شللدن  و پوشللش که لل  سللطح غشللهء (  ثبلل 

سللاول  بلله  تلل  گی گس پی رللد شللد  کلل  دا گدگ لل  بهعللس    

 (.97و  96)شود  سهپهتدگای غشهء  مجا   

ربق گت   وهسر   دا تلک غارل  آسل هس ، پی رلد بل       

تلل  دا غشللهء گتجللهد  هلله شللو   وقلل  و سهپهتللدگا سللواگخ

زگتش غارلل ، پی رللد بلله کمللد و دا صللوات گدگ لل  گفلل  لل 

پوشللهسد  سللطح دگخالل  غشللهء سللاو  بهک اتللهت  بهعللس  

 جدگشد  سوگح  گس غشلهء بل  شلو  سلهخ هاههی  ر لا      

شود ک  دا سههت  ب  گس ه  پهشردن  سهخ ها غشلهء و     

 (.98) اگ ساو   مجا خوگهد شد 

همچمر ، بهتد توج  دگش  ک  گتصه  گولر  و دا گدگ   

توگسهت  تشور  ح ا  توس  پی ردهه فاآتملدههت    ل ق    

با گت  . بهشد گ ه پروس   گس  ک  وگب    ب  غار  پی رد   

گسهس باوس و تشدتد فعهلر  ضلد  رواوبل  گتل  سلوع گس     

پی رللدهه وگب لل   بلل  غارلل  و بللا پهتلل  تللک  م ملل         

ب  س وی کل  دا ستلا آسل هس  غارل ،     سرگموئردی گس  

پی رد فق  بهعس تاگوگ شد  و سهپهتدگای غشهء شد  گ له بل    

. شلود  سهخ ها کا  ساو  بهک اتهت  صلد   گی وگاد سمل   

توگسللد هملله  حللدگق  غارلل   دا غارلل  آسلل هس  کلل   لل 

بهشد تخاتک سهخ ها غشهء گفزگتش تهف   کل  دا   97 ههای

 (. 98)شود  سههت   مجا ب  صد   و  اگ ساو    

تا گس غار  آس هس  به وجلود   بمهباگت ، دا غار   پهتر 

  صلل  شللد  پی رللد بلل  غشللهء بهک اتللهت ، بلل  عالل  عللدم 

پوشش کهف ، فعهلر  ضد  رواوب  آ  ک  گسل  گ له بله    

سزدتک شد  غار  پی رد ب  غار  آس هس ، فعهلرل  ضلد   

اسد کل  س رجل  آ      رواوب  ب  ساع  ب  برشرم  خود   

بلا   CM11دا گت   طهلع ، گثا پی رلد  . ک ای گس  اگ به

تغررللا و گفللزگتش سللاخ گس قلله  پلاسللمرد دا تللک سللاته   

 رواونلام  ( MICسزدتک غار  ب  ) 6ته  1/4غار   گس 

 طهلعهت  ه سشله  دگد کل   رلزگ     . لر ا بااس  شد دا  را 

MIC   8 بهسلراوس سلوب رارس  پی رد باگی سوت   واد سرلا 

ا گسل  کل  دا وگقله همله  غارل       لر   رواونام با  را 

 (. 91)آس هس  پی رد گس  

همهسطوا ک  گشها  شد، ب  روا کال  تاگس  واگسلرو    

سهکهاآ للد و دا  رللزگ   بهسللراوس سللوب رارسدا بللهک ای 

هلهی   شود، گت  تهف   بل  وضلوح دا سموسل     پهترم  گسجهم   

کل  س لهت     دا صلوات  . کم ا  گت  آس لهتش  شلهود بلود   

ههی آس هتش، گت   وضوع اگ گثبهت سمود  حهص  گس سموس 

تلوگ  بلهسده  گس قله       ل   CM11ک  به گسل  هد  گس پی رلد   

بهسلللراوس داو  بلللهک ای اگ بللل   pWB980پلاسلللمرد 
  .دگای گفزگتش دگد اگ ب   رزگ   عم  سوب رارس

س للهت  سشلله  دگد کلل  بلله تات  سللاخ تاگس  وا هسللرو  

دهلد   اخ  ل   لر ا نام با  را   رواو 2بهک ای دا غار  

ک  به گفزگتش غارل  پی رلد و   ( باگبا س ب  ب  کم ا  1/6)

ی  هلله تعللدگد بللهک ای  MICسزدتللک شللد  بلل  غارلل    

همچملر ،  رلزگ  سلاخ    . تهبلد  تاگس  وام شد  کلههش  ل   

 3و  1/4 هللهی گس قلله  پلاسللمرد بلل  بللهک ای دا غارلل    

تمله   گتل    . لر لا تقاتبله تو له  بلود     نام با  رال    رواو
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دا هلا دو او  تاگس  وا هسلرو  قهبل   شلههد        هله  تهف  

بود؛ گ له دا او  دوم بلهسده  گس قله   قلدگا برشل ای اگ      

توگسلد   با پهت   بهحس گشها  شد  دا بله   ل   . دگد سشه    

 لدت    هله  س رج  نافل  کل  دا او  گو  چلو  بلهک ای    

تای دا  عاض پی رد قاگا ناف   گسد،  لاگ   س ه  رو س 

سلهسی بل   اگتلک برشل ا      دا ر  فاآتمد   ل عد   هه بهک ای

خوگهد بلود و بملهباگت ،  رلزگ  سلاخ تاگس  وا هسلرو  دا      

همچملللر ، . تهبلللد  قهت للل  بللله او  دوم کلللههش  للل  

 6و  3، 9ی  هلله هللهت  کلل  دا  عللاض غارلل     بللهک ای

لر ا پی رد ترمها شد  گسلد دا  قهت ل  بله     نام با  را   رواو

نلام بلا     رولاو  2غارل    ی ترمها شد  توسل   هه بهک ای

تای دگاسلد کل     لر ا پی رد، ساخ تاگس  وا هسرو  پهتر   را 

سشه  دهمد  تک اگبط   عووس  ره   رزگ  غارل  پی رلد   

و سللاخ گس قلله  پلاسللمرد گسلل  ستللاگ گفللزگتش غارلل  بلل   

 مجلا شلد  کل  دا گتل       MICتلا شلد  بل  حلد      سزدتک

 6دا غارلل  . گف للد غارلل   للاگ سللاول  گت لله   لل    

گسل  سلاخ    MICلر ا کل  سزدتلک بل      نام با  را   رواو

ی گسل هسدگای گسل  کل      هله  تلا گس سموسل    گس قه  ح   پهتر 

. عا  آ  سزدتک شد  غار  پی رد ب  حد آسل هس  گسل   

 3و  1/4ی  هله  همچمر ، س هت  سشله  گسل  کل  دا غارل     

لر ا پی رد گخ لاف دا خوا تلوجه  دا   نام با  را   رواو

اسد گت  عدم  ب  سرا    .وجود سدگاد ساخ گس قه  پلاسمرد

گخ لاف دا  رلزگ  سلاخ تاگس  وا هسلرو  سهشل  گس تلک      

و  للاگ  DNAتللوگس  و تعللهد   رلله  تشللدتد داتهفلل   

کل  دا   ی بهک اتهت  توس  پی رد گس  بل  رلوای   هه ساو 

 DNAلر لا سلاخ داتهفل      نام با  را   رواو 1/4غار  

نلام بلا     رولاو  3تا گس  رزگ  داتهف  آ  دا غار   پهتر 

دا  قرهس   هه لر ا گس  گ ه دا  قهب  سرز  اگ بهک ای  را 

 .دهد کم ای اخ   

ب  عملوگ  تلک    CM11گت   طهلع  سشه  دگد ک  پی رد  

توگسلد  وجلک    تاگوگ کممد  غشهء ساول     کهتروس  پی رد

بهسراوس گفزگتش بهسده  گس قه  پلاسمرد ب  داو  بهک ای 
توگسلد بل  عملوگ      ت ،  طهلع  فو    بمهباگ. شود سوب رارس

 قد   گی باگی شمهخ  برش ا گت  سوع پی رلدهه بل   مرلوا    

باگی گفزگتش بهسده  گس قه  پلاسمرد   هه کهاباد  ؤثاتا آ 

 .ی بهک اتهت  بهشد هه ب  داو  ساو 
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Abstract 

Introduction: Some of bacterial species are able to uptake DNA molecule from environment, 
the yield of this process depends on some conditions such as plasmid size and host type. In the 
case of Bacillus subtilis, DNA uptake has low efficacy. Using Spizizen minimal medium is 
common method in plasmid transformation into B. subtilis, but rate of this process is not 
suitable and noteworthy. The aim of this study was investigation of novel method for 
improvement of DNA transformation into B. subtilis based on CM11 cationic peptide as a 
membrane permeable agent. 

Materials and methods: In this study, for optimization of pWB980 plasmid transformation into 
B. subtilis, the CM11 cationic peptide was used. For this purpose, B. subtilis competent cell 
preparation in the present of different concentration of peptide was implemented by two 
methods. In the first method, after treatment of bacteria with different amount of peptide for 
14h, plasmid was added. In the second method, several concentration of peptide with plasmid 
was exposed to bacteria simultaneously. Bacteria that uptake DNA were screened on LB agar 
medium containing kanamycin. The total transformed bacteria per microgram of DNA was 
calculated and compared with the control. 

Results: Plasmid transformation in best conditions was 6.5 folds higher than the control. This 
result was statistically significant (P value <0.001). 

Discussion and conclusion: This study showed that CM11 cationic peptide as a membrane 
permeable agent was able to increase plasmid transformation rate into B. subtilis. This property 
was useful for resolution of low transformation efficacy.  
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