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Abstract 
Background and Objectives 

Discovery of antibiotics has been one of the important achievements of mankind in the field of 

infectious diseases, although after a short time, the phenomenon of antibiotic resistance was 

created. Nowadays, there is a need for an innovation in the control of microbial infections such 

as the use of antimicrobial peptides. These peptides are abundantly found in neutrophils and 

since leukoreduction filters are a valuable source of these cells, it has been studied as an 

available option  

 

Materials and Methods 

In this experimental study, leukoreduction filters was selected by easy non-probability 

sampling method. First, leukocytes were extracted from leukoreduction filters and then 

neutrophils were isolated. Defensin peptide was extracted after sonication of neutrophils and 

was purified by HPLC. Staphylococcus aureus bacteria was cultured and the amount of 

bacterial inoculation was determined and the minimum inhibitory concentration was measured 

by macrodilution method. Microbial inhibition halo diameter size of defensin was determined 

for the intended bacteria. 

 

Results 

Using defensin standard, purified defensin peak was collected and the minimum inhibitory 

concentration was determined as 2.5 μg/mL on Staphylococcus aureus by macrodilution 

method. Microbial inhibition halo diameter size was calculated as 9 mm  

 

Conclusions   

The treatment of infectious diseases has faced a challenge with the widespread emergence of 

drug resistance, and the use of new innovations is inevitable. Defensin as an antimicrobial 

peptide is a suitable option that is abundantly found in neutrophils obtained from 

leukoreduction filters and is suggested for research on new antimicrobial drugs  
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  پژوهشیمقاله 

 

 استخراج پپتید دیفنسین از فیلترهای لکوسیتی و تعیین میزان حداقل غلظت 

 بازدارندگی رشد بر استافیلوکوکوس اورئوس
 

 0، افسانه آقایی3، سید مهرداد جلالی0، گیتی امتیازی0، رسول روغنیان2نیلوفر ساسانی
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

پس  ، اگر چههای عفونی بوده استبشر در زمینه بیماری مهم هایوردادستاز ها بیوتیک شناسایی و کشف آنتی
های میکروبی در کنترل عفونت به نوآوری امروزه نیاز .ایجاد شدبیوتیکی مقاومت آنتی پدیده ،زمان کوتاهی از

 شوند و از آنها به وفور یافت میپپتیدها در نوتروفیل. این های ضد میکروبی وجود داردپپتیدنظیر استفاده از 
باشد، به عنوان یک گزینه در دسترس ها میع ارزشمندی از این سلولبجایی که فیلترهای کاهنده لکوسیتی من

 مورد مطالعه قرار گرفته است.
 ها مواد و روش

احتمالی  گیری غیربا روش نمونه بودند که کاهنده لکوسیتی فیلترهای جامعه مورد مطالعهدر یک مطالعه تجربی 
پاس از   ها جداساازی شاد. پپتیاد دیفنساین    و سپس نوتروفیل استخراجها ابتدا لکوسیت. ندآسان انتخاب شد

 بااکتری صاور  گرفات.    HPLCساازی پپتیاد باا دسات اه     خالص و شد استخراج هاسونیکاسیون نوتروفیل

رشاد باه روش    گیحاداقل غلظات بازدارناد   کشت و میزان تلقیح باکتری تعیین و  اورئوس استافیلوکوکوس
 .رشد پپتید دیفنسین برای باکتری مورد نظر تعیین گردید هاله عدمقطر . سپس ماکرودایلوشن سنجیده شد

 ها يافته
گی رشد باه  حداقل غلظت بازدارندآوری گردید و با استفاده از استاندارد دیفنسین، پیک دیفنسین خالص جمع

تعیاین شاد.    باکتری استافیلوکوکوس اورئوس به روش ماکرودایلوشان برای لیتر میکروگرم بر میلی 5/0میزان 
 متر محاسبه گردید.میلی 1برابر با عدم رشد منطقه مهار رشد در بررسی قطر هاله 

 ينتيجه گير
های جدید مواجه و استفاده از نوآوریهای دارویی با چالش های عفونی با ظهور گسترده مقاومتدرمان بیماری

های حاصل ناپذیر شده است. دیفنسین به عنوان پپتید ضدمیکروبی گزینه مناسبی است که در نوتروفیلاجتناب
شود و برای تحقیقا  در خصوص داروهای جدید ضدمیکروبی از فیلترهای کاهنده لکوسیتی به وفور یافت می

 گردد. میپیشنهاد 

 گی، استافیلوکوک اورئوسحداقل غلظت بازدارنددیفنسین،  :ات كليديكلم
 

 

 
 

 

 
 42/11/1241: تاريخ دريافت
 14/14/1241 : تاريخ پذيرش

  ايران اصفهان ـ ـ  دانشکده علوم دانشگاه اصفهانـ                              دانشجوی دکترای میکروبیولوژ ی -1
  ـ اصفهان ـ ايران  دانشکده علوم دانشگاه اصفهاناستاد ـ  دکترای میکروبیولوژی -4
 دکترای داروسازی ـ شرکت پالايش و پژوهش خون ـ تهران ـ ايران -3
ـ    ــ ايـران   ـ تهـران     ـ مؤسئـ  عـال  وموزشـ  و پژوهشـ  نـق انتقـا  خـون          ـ دانشـیار مرکـت تیقیقـان انتقـا  خـون        شناسـ   ايمنـ   PhD مؤلـ  مئـلو :   -2

 12441-1111صندوق پئت : 
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  مقدمه 
هـای  بیمـاری  ناشـ  از  در وغاز قرن بیئتم، مرگ و میـر     

ــون   ــ  عف ــا کش ــد میکر  ب ــض   ــاخت  وعوام ــ  و س ب
هـای  ورداترين دست ب  عنوان مهم ،هاها و واکئن یوتیکب ونت 
بیوتیـک  اولین ونت . (1) کاهش يافتدر زمین  پتشک   بشر

ــاوی  و 1241توســـل فلمینـــا در ســـا   در پلیـــت یـ
ــ      ــروغاز کش ــاي  و س ــوا شناس ــتافیلوکوکوا اورس اس

هـا منجـر بـ     بیوتیـک سیلین شد ک  همراه با ساير ونتـ   پن 
پـ  از  امـا  ها انئـان و ییـوان درديـد.    نجان جان میلیون
دلايـض   بـ  بیـوتیک   ونتـ   هایمقاومت ،مدن زمان کوتاه 

ها در پتشک  و دامپتشـک   بیوتیکاستفاده نامناسق از ونت 
بر اين اساا، در معـر  قـرار دـرفتن     .(4) پديدار دشت

ــم    ــداوم میکرواردانیئ ــدن و م ــولان  م ــر  ن ــا در براب ه
هـا  بیوتیـک ها را بـ  ونتـ     ها، خطر مقاومت ونبیوتیک ونت 

 . (3)افتايش داده است 
ــت      ــر  عفون ــروزه در کنت ــ   ام ــای میکروب ــاز ه ــ  نی ب

هـای  ـد میکروبـ     سـتفاده از پپتیـد  نظیـر ا هـاي    نوووری
(AMPs, Anti Microbial Peptides)  های  د  . پپتیدباشدم

در تمــام    هــای یفا ــت شــده   بیومولکــو  ؛میکروبــ 
و اولـین خـل دفـا      هـا هئـتند   ها و يوکاريون پروکاريون

 هاو انگض ها قارچ ،ها ها، باکتری ايمن  ذات  در برابر ويروا
دفـا  کـاتیون  بـ  سـا      يا  AMPsکش   .(2-4)باشند م 

از اجـتای مهـم دفـا      AMPsايـن   .(1)دردد باز م  1232
ــاری   ــض بیم ــ  عوام ــدن علی ــ  ب ــل نبیع ــتند و توس زا هئ

انئـان  تلیا  در های اپ ها، ماکروفاژها و سلو درانولوسیت
ــد  ــ تولی ــ   شــوند. م ــ ، ب ــدهای  ــد میکروب ــوان پپتی عن
هـای مقـاوم بـ     های جديد در مقابل  با بـاکتری بیوتیک ونت 
هـای بـالین  بـ  صـورن وزمايشـ       بیوتیـک در درمـان  ونت 

هـای بـا   هـا، درانولوسـیت  نوتروفیض .(2)است  شدهاستفاده 
 44جاي  ک  بیش از  از ونباشند و م  AMPsتواناي  تولید 
هـا تشـکیض   هـای سـفید خـون را نوتروفیـض    درصد دلبـو  

توانند ب  عنوان منبع غن  از اين پپتیـدها مـورد   دهند، م  م 
 .  (1) استفاده قرار دیرند

هـای ناخواسـت  انتقـا  خـون بـ       از نرف ديگر واکنش    
ايد و جداسـازی  نمهای سفید بروز م واسط  یضور دلبو 

ها، بـا هـدف کـم نمـودن عـوار  انتقـا  خـون        لکوسیت

يکـ  از عملکردهـای معمـو  در    . (2) باشـد  روری مـ  
ست کـ  قبـض از   اها لکوسیتکاهش  ،مرایض فرووری خون

هـای انتقـا  خـون در بئـیاری از     سازی در سـازمان ذخیره
بر اساا ومار سـازمان انتقـا    . (14)شود کشورها انجام م 

هـای خـون فیلتـردار    سالیان  تعداد زيادی کیئ  ،خون ايران
هـا پـ  از اسـتفاده بـ  عنـوان      شود و اين فیلترمصرف م 

در یال  ک  منبع بئیار غنـ    ،شوند ايعان دور ريخت  م 
 وشـند  با ها م چنین ونتيم های خون مییط  و هماز سلو 

مـورد اسـتفاده   پاي  و سپ  بـالین    های  در مطالع دتوانم 
   .(11) قرار دیرد

هدف اصل  اين مطالع ، استخراج پپتید  ـد میکروبـ        
ديفنئــین از فیلترهــای کاهنــده لکوســیت  و تعیــین میــتان  

 MIC (Minimum Inhibitory یـداقض غلظـت بازدارنـدد    

Concentration )  ــین ــد ديفنئـ ــده از  پپتیـ ــتخراج شـ اسـ
  لکوسـیت های ب  دام افتاده در فیلترهـای کاهنـده    نوتروفیض
های رايـ   بیوتیک های مقاوم ب  ونت مقابل  با میکروببرای 
 بر روی باکتری استافیلوکوکوا اورسوا بوده است.و 
 

      ها     روش       مواد و 
  :لکوسیتفیلترهای کاهنده 

لکوسـیت  بـ    از فیلترهای کاهنده  تجرب  در اين مطالع     
 دیـری غیـر  عنوان جامع  مـورد مطالعـ  و بـا روش نمونـ     

ایتمال  وسان و با ابتار چک لیئت و مقايئ  استفاده شـد.  
ــور  ــدين منظ ــرب ــای فیلت ــ   Leucoflex LCR5ه متصــض ب

هـای چهارتـاي  شـرکت ماکوفارمـای فرانئـ ، بـرای        کیئ 
ــیت   ــداي  لکوس ــازی ابت ــازی   جداس ــپ  جداس ــا و س ه

مـورد  ها و سپ  اسـتخراج ديفنئـین   فیضاختصاص  نوترو
ــتاســتفاده  ــرار درف ــد موجــود در  .(1)شــکض  ق در فروين
لیتـر از خـون    میلـ   214های انتقا  خون، در یـدود   پايگاه

و خـون بـدون    دادهها عبـور  کامض اهداکننددان از اين فیلتر
کننده خـون کـ  متصـض    های جمع های سفید در کیئ دلبو 

 .شودووری م ها هئتند جمعب  سمت ديگر اين فیلتر

 

 :سیئتم بافری شئتشوی فیلتر
فیلترها روزانـ  از پايگـاه انتقـا  خـون تهـران تهیـ  و            

يعنــ  در شئتشــوی فیلتــر بــ  روش شئتشــوی معکــوا 
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( بـ  روش دسـت    Back Flushخلاف جهت ورودی فیلتر )
لیتـر   میل  114درفت. برای شئتشوی دست ، میتان  صورن

لیتـری بـا فشـار پیئـتون و از      میلـ   44سـرنا  بافر توسل 
مانـده بـافر در    جهت مخال  ورودی وارد فیلتر شد و بـاق  

درديـد.   فیلتر با استفاده از سرنا پـر شـده از هـوا تخلیـ     
تر شئتشوی فیلترها از يک سیئـتم  سپ  برای انجام سريع

(. 4)شـکض   شـد  مکانیک  نرای  و ست وپ شده اسـتفاده 

  pH 4/1 در PBSرها در دمای اتاق با بـافر  فیلتبدين ترتیق 
شئتشو داده  24دکئتران  %2و  EDTAمولار  میل  4یاوی 
شمارش سلول  با دستگاه اتوهموونـالیتور سیئـمک     .شد

هــای لکوســیت  انجــام درفــت و درصــد و تعــداد ســلو  
)نوتروفیض، لنفوسـیت، مونوسـیت، بازوفیـض و اسوزينوفیـض(     

هـای بازيـاب  شـده    مان  لکوسیتدیری و سپ  زندهاندازه
   .(14)% دتارش شد 1/11

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Leucoflex LCR5فیلتر  :2شکل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

صور  معکوسه شستشوی دستی فیلتر ب: Bقسمت ، کیستالتیپر پمپ کمک با یکیمکان: شستشوی Aقسمت : 0شکل 

A B 
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 :هاها از ساير سلو نوتروفیضجداسازی 

از سانتريفیوژ شیق چگال  و دکئتران برای جداسـازی      
 114. ب  نـور خلاصـ    (13) ها استفاده درديددرانولوسیت

لیتر از میلو  ب  دست ومده از شئتشوی فیلتـر بـرای    میل 
هـای  ها استفاده شد. برای یذف سلو جداسازی نوتروفیض
)ولمـان،   ها از هیئتوپکلنفوسیتها و ديگر شامض منوسیت

و ســانتريفیوژ دراديانــت بــ  ( ®Histopaque 1411ســیگما 
هئیتوپک استفاده شد.  لیتر میل  4خون و  لیتر میل  1نئبت 

 ،ب  ورام  ب  صورت  ک  خون با هیئـتوپک مخلـون نشـود   
 توسل پیپت پاستور خون روی هیئتوپک ريختـ  و در دور 

g  ×144  لايـ  شـامض    2يفیوژ درديد، دقیق  سانتر 44مدن
های تک هئت ، لاي  میتوی هیئـتوپک و در  پلاسما، سلو 

های قرمـت خـون   ها ب  همراه سلو نهايت لاي  درانولوسیت
ايجاد درديد. در ادام  س  لاي  فوق دور ريخت  شـد و لايـ    

های قرمت توسـل میلـو    درانولوسیت  ب  همراه لاي  دلبو 
شـرکت   (HBSSHanks' Balanced Salt Solution) هـنک  

هـای   رقیق شد. برای یذف دلبـو   1ب   1دیبکو ب  نئبت 
 High Fractionationده  با دکئـتران   قرمت از روش رسوب

در  1بـ    1استفاده شـد، بـرای ايـن کـار خـون بـ  نئـبت        
ــالکون ــف ــا دکئــتران mL 14ای ه ،  31444-21444)  %4 ب

ســـاعت   1مخلون و ب  مدن  NaCl% 2/4سیگما(، دارای 
 هـای قرمـت  در دمای وزمايشــگاه قرار داده شـد تـا دلبـو    

هـا، بـا   نشین شود. فاز شفاف بالاي  شامض نوتروفیضت       کاملا  
ــع  ــتور جم ــت پاس ـــوب پیپ ــد. رسـ ــا  ووری دردي ــ  ب ده
کنـد،  های قرمـت را یـــذف نمـ    دکئــتران همــ  دلبو 

های بو مانده از میلو  لیت دل بنابراين ب  منظور یذف باق 
ــض  ــد. بعــد از جداســازی نوتروفی  ،هــاقرمــت اســتفاده دردي

در زيــر  %2/4هــا بــا اســتفاده از تريپــان بلــو  مــان  ون زنــده
 میکروسکوپ نوری بررس  شد.

 
 :هااستخراج پپتید ديفنئین از نوتروفیض

،  PBSها و شئتشوی ونها با بعد از جداسازی نوتروفیض    
،  pH 2/1 درمـولار سـوکروز    32/4لیت سلول  بـا میلـو    

هـا بـ    انجام درفت. در مریل  بعد خـرد کـردن نوتروفیـض   
کمک ســونیکاتور در یضور يخ، ســ  بـار و هـر بـار بـ      

. بعـد از اتمـام سونیکاسـیون بـ      شـد ثانی  انجـام   34مدن 

 2دقیقـ  در   11ای بـ  مـدن   منظور یذف قطعـان ياختـ   
سـانتريفیوژ و عصـاره سـیتوزول      g  ×444 درجـ  بـا دور  

ای دور ريخت  شـد. مـايع   برداشت  و رسوبان قطعان ياخت 
 2در دمـای   g ×144دقیق  در دور  34روي  دوبار ب  مدن 

ــو    ــاوی دران ــت ی ــد، پل ــانتريفیوژ دردي ــ  س ــای درج ه
مولار یض درديد و برای ادام   32/4نوتروفیل  در سوکروز 
 .(12)ار درفت مرایض مورد استفاده قر

 
 : HPLCسازی پپتید ديفنئین با دستگاه خالص
مد   HPLCسازی پپتید ديفنئین از دستگاه برای خالص    

متـر   میلـ   1/1ب  انـدازه   TSK G3000PWبا ستون  شیماتتو
ــانت  44در  ــتون    س ــارد س ــ  د ــض ب ــر متص  TSKgel) مت

guardcolumn PWH) 1/1  ــ ــر در  میل ــانت  1/1مت ــر  س مت
سـازی دسـتگاه،   سازی و متعـاد  استفاده درديد. برای وماده

تنظیم و دسـتگاه   mL/min 1/4سرعت جريان دستگاه روی 
درصد و سپ  نیم ساعت بـا   14دقیق  با متانض  34ب  مدن 

دقیق  تخلیـ    3ها ب  مدن وب مقطر شئتشو داده شد. پمپ
(Purgeشدند. برنام  ر )   ان کاری بر اساا اسـتفاده از يـک

لیتـر در دقیقـ  بـا یـلا  اصـل        میلـ   1/4پمپ با سرعت 
درصد بدون شیق  TFA 1/4درصد دارای  32/4استونیتريض 

نـانومتر انجـام    444غلظت تنظیم و خوانش در نو  مـوج  
(، میلـو   Baselineشد. پـ  از رسـیدن بـ  خـل زمینـ  )     
و در نهايـت میـض   استاندارد پپتید ديفنئین بـاردیری شـد   

پیک نمون  مورد وزمايش تعیین درديد. سپ  نمونـ  مـورد   
نظر فیلتر شد و مجددا مرایض تکرار درديد و پیک مربـون  

 .(11) دشووری ب  ديفنئین جمع
 

   :تهی  و کشت باکتری
از مرکت  ATCC 33591اورسوا  استافیلوکوکوا ریباکت    

ذخاير مل  ژنتیک خريداری درديد. سوسپانئیون میکروب  
در مییل کشت مايع مولر هینتون براث )مرک، ولمان( تهیـ   

   لیتـر  میلـ   1 شد. برای اين کار يـک لـوپ از میکـروب در   
سـاعت در   42میلو  مییل کشت فوق تلقیح و ب  مـدن  

پـ  ازکشـت    .دراد قرار درفـت درج  سانت  31انکوباتور 
ان شـرايل نگهـداری   ـ  و در هم ــدد تهی ــت مجـاو ، کش
 شد. 
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 :تهی  میتان تلقیح باکتری
از سوسپانئیون میکروبـ  تهیـ  شـده مقـادير مختلفـ           

خوانده شد تـا جـذب   نانومتر  444برداشت  و در نو  موج 
ب  دست ويد و سپ  از ون رقت سريا   1/4تا  41/4نوری 

ودـار  BHI هـای یـاوی   تهی  درديد. از هر رقت بـ  پلیـت  
سـاعت در   42هـا بـ  مـدن    ا اف  و کشت داده شد. پلیت

دراد قرار درفت و سـپ  تعـداد    درج  سانت  31انکوباتور 
هـا در  ریها شمارش شد و از اين نريق تعداد بـاکت باکتری

کوون یاوی سوسپانئیون باکتری با جذب نـوری معـاد    
هـا در کـوون بـا    میاسب  شد. میانگین تعـداد بـاکتری   1/4

 برابـر بـا   مک فارلند 1/4میلو   معاد  با 1/4جذب نوری 
CFU/mL 141  ×1/1     میاسب  شد. بـا مشـخص شـدن ايـن

 1/4عدد هرداه ک  سوسپانئیون باکترياي  با جـذب نـوری   
شود، تعداد باکتری در ون معاد  عدد میاسـب  شـده و   تهی  
هـای دلخـواه را تهیـ     توان از اين سوسپانئـیون غلظـت   م 

 نمود. 
 

 :بررسی خاصیت ضد باکتری پپتید دیفنسین
 :شدر  (MIC)د تعیین یداقض غلظت بازدارند

یداقض غلظت مهارکنندد  پپتید تخلیص شده بـ  روش      
. بـ  نـور خلاصـ ، ابتـدا     (14)ماکرودايلوشن سنجیده شد 
 1بـ    1های ب  صورن، رقت 4رقت سريا  پپتید در مبنای 

پپتید ديفنئین میلو  در مییل کشت وبگوشت  34ب   1 تا
. در واقع بـرای  ای تهی  درديدخان  24مولر هینتون و پلیت 

میکرودـرم در   441/4تـا   44هـای  پپتید مورد نظر، غلظـت 
لیتر در نظر درفت  شد. در مریل  بعد، تـراکم ثـابت  از   میل 

ب  هم   CFU/mL 141×1/1باکتری معاد  نیم مک فارلند يا 
، 4های میکروپلیت افتوده شد. سپ  پلیت ب  مدن چاهک

دراد و شـرايل  سانت درج   31ساعت در دمای  42و  1، 2
 هوازی انکوب  درديد. 

 
  :عدم رشد بررس  قطر هال 

رشد پپتیـد تخلـیص    هال  عدمب  کمک اين وزمون، قطر     
شده برای باکتری مورد نظر تعیین درديـد. بـرای ايـن کـار     

لیتر مییل کشت مـولر هینتـون ودـار )مـرک،     میل  14ابتدا 
وکوکوا اورسوا ساعت  باکتری استافیل 42ولمان( با کشت 

 14با تراکم نیم مک فارلند مخلون و در يک پلیت اسـتريض 
متری ريخت  شد. سپ  بـا يـک سـواپ اسـتريض بـ       سانت 

صورن چمن  باکتری مذکور کشت داده شد. در ادام  يـک  
ديئک استريض وغشت  ب  پپتید تخلیص شده در مرکت مییل 
ده کشت قرار داده شد و سپ  پلیت با همان شرايل ذکر ش

 انکوب  درديد.
 

  ها يافته
 : HPLCسازی پپتید ديفنئین ب  روش نتاي  خالص

یاوی پیک ب  دست ومـده   3در شکض  4فرکشن شماره     
یـاوی پیـک اسـتاندارد     1از تتريق پپتید و فراکشن شماره 

باشـد. در مقايئـ  بـا کرومـاتودرام اسـتاندارد،      ديفنئین م 
غلظـت اسـتاندارد    برابر 414ديفنئین تخلیص شده غلظت 

ــ  ــان م ــتاندارد  را نش ــ  اس ــت نمون ــد )غلظ  ppm 444ده
و بـا   پوشان  دقیق  با نمونـ  اسـتاندارد دارد   باشد( و هم م 

لیتر در دقیق ،  میل  1/4سرعت ورودی فاز متیرک ب  میتان 
 دقیق  از دستگاه خارج شد.  24و بعد از 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

مرباو  باه آلفاا     2 استاندارد و نمونه: فلاش : کروماتوگرام 3شکل 
مربو  به نمونه حاصال از سونیکاسایون    0 دیفنسین تجاری و فلش

 های خارج شده از فیلترنوتروفیل

 
 :نتاي  بررس  خاصیت  د باکتری پپتید ديفنئین

 ب  میتانپپتید ديفنئین د  رشد ض غلظت بازدارندـیداق    
باکتری اســـتافیلوکوکوا  برای لیتر میکرودرم بر میل  1/4

 های  بررس  . تعیین شد اکرودايلوشنـ  روش مـوا بـاورس
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کشــ  نشان داد ک  اين پپتیـد ســـبق مهـار رشـد     باکتری
 شود.  باکتری مذکور م 

 
 :عدم رشد نتاي  بررس  قطر هال 

، پلیت زير نور چراغ بررسـ   ساعت 42پ  از دذشت     
ــاکتری   درديـــد و قطـــر ــار رشـــد بـــرای بـ منطقـــ  مهـ

متـر بـا اسـتفاده از    میل  2استافیلوکوکوا اورسوا برابر با 
 درديد. دیریکش اندازهخل

 
 بحث
 Leucoflex ی کاهنده لکوسیت هافیلتراز در اين مطالع      

LCR5   هـای کاهنـده   ها از فیلترلکوسیتاستفاده شد، سپ
جداسـازی  بازيافت شد و  جريان معکواتوسل  لکوسیت 

ها بر مبنای سـانتريفیوژ شـیق   ها از ساير سلو درانولوسیت
ــتران  ــوب دکئ ــال  و رس ــت.   چگ ــورن درف از روش ص

ــو   ــرای شکئــتن دران ــوتروفیل  و سونیکاســیون ب هــای ن
کروماتودراف  نرد مولکول   روش ازو وزادسازی ديفنئین 

د فعالیـت   ـ استفاده شـد. بررسـ    برای تخلیص ديفنئین 
میکروب  ديفنئین بـر روی دونـ  مقـاوم اسـتافیلوکوکوا     

دهنـده اثربخشـ  بـر روی دونـ  مقـاوم بـ        اورسوا نشان
 .های راي  بودبیوتیک ونت 
ای از کش  نی  دئـترده  ،ادر چ  در نو  قرن دذشت     
ها، عوار  مـرگ و میـر ناشـ  از    ها و واکئنبیوتیک ونت 

های امروزه مقاومت ما، اهای میکروب  را کاهش دادعفونت
ونت  بیـوتیک  ناشـ  از اسـتفاده بـیش از یـد و نامناسـق       

های جديـدی مواجـ  کـرده    ها، دنیا را با چالشبیوتیک ونت 
هـاي  در  است. ب  همین دلیض نیاز ب  دسـتیاب  بـ  نـوووری   

ــ  وجــود دارد و اســتفاده از  کنتــر  عفونــت هــای میکروب
ين  بـالقوه و بـا   پپتیدهای  د میکروب  بـ  عنـوان جـايگت   

  .(11 ،11)ای پیـــدا کـــرده اســـت ارزش اهمیـــت ويـــژه
های  د میکروبـ  کـ  از اجـتای مهـم دفـا       اين پپتید    

ــاری    ــض بیم ــ  عوام ــدن علی ــ  ب ــل  نبیع ــتند، توس زا هئ
تلیا  در انئـان  های اپ ها، ماکروفاژها و سلو درانولوسیت
ــیش از  و از ون شــوندتولیــد مــ  درصــد  44جــاي  کــ  ب

دهنـد،  هـا تشـکیض مـ    های سفید خون را نوتروفیـض  دلبو 
توانند ب  عنوان منبع غن  از اين پپتیـدها مـورد اسـتفاده     م 

 .(4، 1) قرار دیرند

از نرف ديگر برخ  عـوار  جـانب  بـالقوه در انتقـا          
باشـد و بـ    اهداکننـده مـ    لکوسـیت  خون ناش  از اجتای 
ــاهش   ــض ک ــین دلی ــیتهم ــ  از   لکوس ــوان يک ــ  عن ــا ب ه

فروينـدهای خـون در انتقـا      عملکردهای بهین  در مرایـض 
هـای  فیلتـر . (12) های سراسر دنیا قـرار درفتـ  اسـت   خون

کاهنده لکوسیت  متعددی در سازمان انتقا  خون ايران برای 
شود کـ   های خون  استفاده م اهش لکوسیت در فرووردهک

ذخیــره هئـتند. در ايــن مطالعــ   هـای پــیش از دسـت  فیلتــر 
هـای چهارتـاي     متصض ب  کیئ  Leucoflex LCR5فیلترهای 

ــداي     ــازی ابت ــرای جداس ــ ، ب ــای فرانئ شــرکت ماکوفارم
هـا و  ها و سپ  جداسازی اختصاصـ  نوتروفیـض  لکوسیت

ورد اسـتفاده قـرار درفـت. فیلترهـای     استخراج ديفنئین م ـ
LCR5  میکرومتـری و   34لايـ    1لاي  مشتمض بر  41دارای
لايــ  ابتــداي  جهــت  1باشــد. میکرومتــری مــ  2لايــ   44

ها بـوده و از جـن  پلـ  اتـیلن ترفتـالان      جداسازی لخت 
پروپیلن بـوده   میکرومتری از جن  پل  2های باشند. لاي  م 

های جداسازی   ترتیق ب  روشو در س  سطح مکانیئم  ب
براساا اندازه، جداسازی تمايل  و جداسازی سـلول  )بـ    

هـای  ايـن فیلتـر   .(44)کننـد  ها( عمض م دام انداختن سلو 
کاهنده لکوسیت  پ  از استفاده بـ  عنـوان  ـايعان تلقـ      

شوند. در یال  ک  اين فیلترهـا منبـع   شده و دور ريخت  م 
باشـند کـ  بـ      م ـهای خـون مییطـ    بئیار غن  از سلو 

توان از اين منبع ارزشمند در مطالعان پايـ  و يـا   رایت  م 
بالین  استفاده نمود و راه  برای استفاده از اين سرماي  مل  

 .(11)ارزشمند در درمان دشود
هـای  ها از فیلترروش راي  کنون  برای بازياب  لکوسیت    

کاهنده لکوسیت ، جريان معکـوا اسـت کـ  شـامض عبـور      
هـا  ريان مـايع در جهـت معکـوا جريـان اصـل  فیلتـر      ج
( را PBSباشد. لانگل  و همکاران، بافر سالین فئـفان )  م 
هـای بعـد   . در سـا  (41)جريان معکـوا عبـور دادنـد     از

ــرای   ــان معکــوا و ب ــ  از جري کولیگــان و همکــاران، پ
یشتر از سانتريفیوژ شیق فايکو  هايپـک اسـتفاده   تخلیص ب

شئتشـو   PBSهای لکوسـیت  یاصـض را بـا    کردند و سلو 
ودهاوپـت و همکـاران نیـت از      4411. در سـا   (11)دادند 

بـ   هـای  جريان معکوا شئتشو برای استیصا  لکوسیت
. در مطالع  یا ـر از  (44)دام افتاده در فیلتر استفاده کردند 
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 pHدر PBS بـافر شئتشـوی    سیئتم جريان معکـوا و از 
درصــد  2و  EDTAمیلــ  مــولار  4، یــاوی  4/1برابــر بــا 
چنـین بـرای جلـودیری از     استفاده درديد. هم %24دکئتران
در شئتشوی فیلتر، يک سیئتم مکانیک  بـا   کمتردستکاری 

یجم و فشار تعیین شده شامض يک اتصا  س  نرفـ  قابـض   
تنظیم، يک پمپ پريئتالتیک و يک دمنده هوا، با سرعت و 

بـرای   چنـین  د. هـم ش ـتکرارپذيری بالا نرای  و اسـتفاده  
هـا، از روش مقبـض   ها از ساير سلو جداسازی درانولوسیت
سـانتريفیوژ شـیق چگـال  و رسـوب     و همکاران بر مبنای 

تعري  شده و با انجـام   pHدکئتران تیت شرايل دماي  و 
 . (13) تغییرات  در روش استفاده شد

، بـرای تیريـک ترشـح    4412در يک مطالعـ  در سـا        
 -Nو b (Cytochalasin B )الازين کديفنئـــین از ســـیتو

formylmethionyl-leucyl-phenylalanine  اســــتفاده شــــد
. در مطالع  یا ر ب  دلیض استفاده از فیلترهای کاهنـده  (43)

 214هــای یاصــض از یــدود لکوســیت  کــ  درانولوســیت
باشد و ب  دلیض میتان فراوان لکوسـیت در  لیتر خون م  میل 

شکئـتن  سـازی نبـود. بـرای    نیـاز بـ  ايـن غنـ       ،دسترا
ــو  ــوتروفیل  و وزادســازی ديفنئــین از روش   دران هــای ن

بــرای تخلــیص ديفنئــین از  و سونیکاســیون اســتفاده شــد
 Size Exclusion) کرومـــاتودراف  نـــرد مولکـــول   

Chromatography) های  چنان ک  در مطالع استفاده شد، هم 
های متفاوت  نظیر کروماتودراف  تعـوي   از روش بئیاری

نـرد  ودراف  فاز معکـوا و کرومـاتودراف    يون  و کرومات
 اده  ـمیکروب  استف ص پپتیدهای  دـرای تخلیـب  ـمولکول

 .(42-44)شده است 
زمان دارای فعالیت  د میکروبـ    ها ب  نور همديفنئین    

و  د سرنان  هئتند و در یا  یا ر تیقیقان بئـیاری  
های  . اغلق پپتید(41)بر روی اين اثران متمرکت شده است 

 د میکروب   د باکتری، کاتیونیک هئتند ک  غشا سـلو   
د باکتری را هدف قرار داده و موجـق تجتيـ  سـاختار لیپی ـ   

هـای  ـد   دـردد. در یـال  کـ  برخـ  از پپتیـد      دولاي  م 
هــای درون ســلول  نیــت میکروبــ  قــادر بــ  مهــار واکــنش

. در اين مطالع  اثر پپتیـد ديفنئـین اسـتخراج    (1)باشند  م 
 های یاصض از فیلترهای کاهنده لکوسیت ،  شده از نوتروفیض

دهنـده  نشـان  ،بر روی دون  مقاوم استافیلوکوکوا اورسوا
های راي  بـود  بیوتیکون  مقاوم ب  ونت اثربخش  بر روی د

لیتر،ک  غلظت میکرودرم بر میل  1/4و اين پپتید در غلظت 
شود، قـادر  کش  میئوب م مناسب  برای خاصیت باکتری
یـداقض غلظـت   در ايـن مطالعـ    ب  مهار رشد باکتری شـد.  

و همکاران در  سیر  و  ( پپتید ديفنئین با مطالع MICمهاری )
 .(43)مطابقت نشان داد  4412سا  

 
 گيري نتيجه
در اين مطالع  از ديفنئین ب  عنوان پپتید  دمیکروب  و     

برای بررسـ  تعیـین یـداقض غلظـت مهـار رشـد بـاکتری        
شان داده شد ک  با استافیلوکوک اورسوا استفاده درديد و ن

توانـد بـ    های دارويـ  مـ   توج  ب   هور دئترده مقاومت
پتانئــیض عنــوان يــک دتينــ  مناســق و در دســترا و بــا  

بـا وجـود   مد نظر قرار دیرد.  هابیوتیکجايگتين  برای ونت 
بئـیاری کـ  بـر روی فعالیـت  ـد باکتريـاي         های  مطالع

کشـ   ديفنئین انجام درفت  است، تاکنون خاصـیت بـاکتری  
هـای کاهنـده لکوسـیت     پپتید ديفنئین بازياب  شده از فیلتر

. از نرف  يکـ  از منـابع در دسـترا    دتارش نگرديده بود
باشد ک  ب  های خون ، فیلترهای کاهنده لکوسیت  م سلو 

و  بـودن، مـورد توجـ  بئـیاری از مراکـت      الوص ـ دلیض سهض
هــای تیقیقــات  انتقــا  خــون قــرار درفتــ  اســت. قابلیــت

های سفید از جمل  تولیـد پپتیـدهای  ـد    العاده دلبو  فوق
هــای مختلــ ، ســبق شــده اســت  میکروبــ  و کموکــاين

های سفید ب  دام در زمین  بازياب  یداکثری دلبو  ها  مطالع
مراکــت تیقیقــات  انتقــا  خــون  افتــاده در ايــن فیلترهــا در

های یاصض در مورد بازياب  سلو  ها  صورن پذيرد. مطالع
ــدهای  ــد    ــش پپتی ــیت  و نق ــده لکوس ــای کاهن از فیلتره
هــا میکروبــ  و ســاير مــدياتورهای یاصــض از ايــن ســلو 

درمـان  و    تواند ابـتار قدرتمنـدی در تیقیقـان سـلو      م 
هـای   یشـرفت بـرهمکنش سـلول  باشـد و در پ    های  مطالع

 مولکول  جديد در کش  دارو اهمیت داشت  باشد.
 

 حمایت مالی

ــات       ــروژه تیقیق ــن پ ــع   اي ــ  توس ــ  مل ــل مؤسئ توس
تشک  ايــران و مؤسئــ  عــال    ـوم پـــان علـــتیقیقــ
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وموزش  و پژوهش  نق انتقـا  خـون تـنمین مـال  شـده      
 است.
 

 ملاحظات اخلاقی

اين پروژه از مؤسئ  مل  توسع  تیقیقان علوم پتشک      
و از  IR.NIMAD.REC.1396.294ايران دارای کـد اخـلاق   

مؤسئ  عال  وموزش  و پژوهش  نق انتقـا  خـون دارای   
 باشد. م  IR.TMI.REC.1396.019کد اخلاق 

 عدم تعارض منافع

ی ن ا هار کردند در انتشار اين اثر منـافع تجـار  نويئنددا    
 اند. نداشتند و در مقابض اراس  اثر وجه  دريافت نکرده

 
 انیدتشکر و قدر

وسـیل  از مؤسئـ  ملـ  توسـع  تیقیقـان علـوم        بدين    
پتشک  ايران و مؤسئ  عـال  وموزشـ  و پژوهشـ  نـق     

 شود.   انتقا  خون تشکر م 
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