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Background and Aim: Hemolysin is an extracellular protein which is secreted 

by many pathogenic and non-pathogenic bacteria. This protein is mostly active on 

plasma membrane of red blood cells. The objective of this study was to extract 

hemolysin from bacillus strains producing it, measure the molecular weight, and 

identify the functional characteristics of this enzyme. 

Materials and Methods: At first, hemolysin-producing bacillus strains were 

identified and then the strongest one was isolated. The hemolysin produced by this 

bacterium was extracted using Zymography and the effect of lysing it on blood agar 

medium was studied. Finally, SDS-PAGE method was used to measure the molecular 

weight of hemolysin. A new method was applied for purification and analysis of 

properties of the produced hemolysin. 

Results: Among the 8 studied strains, M3, with the access number of 

KC577596.1, was the best and strongest strain degrading blood on blood agar medium. 

The hemolysin produced by this strain was extracted and its lysis properties were 

studied. SDS-PAGE method showed that this strain of bacillus is able to produce two 

types of hemolysin with molecular weights of 13 and 23 kDa. 

Conclusions: According to the results, the studied strain, which was firstly isolated at 

Microbiology laboratories of University of Isfahan, contains a strong type of hemolysin with a 

high lysis power. Given the high power of lysis of this hemolysin and as M3 strain of bacillus is 

non-pathogenic, various applications of this protein can be used in industrial and medical 

sectors. 
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 زابیماري هاي همولیزین یک پروتئین خارج سلولی است که توسط بسیاري از باکتري :زمینه و اهداف

. باشد می خون قرمز هاي گلبول پلاسمایی غشاي همولیزین فعالیت سطح. شود می ترشح زا يبیمار غیر و

 یو بررس یوزن مولکول یینکننده آن، تع یدتول یلوسباس يها یهاز سو یزینمطالعه استخراج همول این در

 قرار گرفته شده است.  یمورد بررس یمآنز ینا يعملکرد یاتخصوص

تولید  سویه قویتریني همولیزین شناسایی شدند، سپس اي تولیدکنندههباسیلوسمواد و روش کار: 

با استفاده از روش زایموگرافی  .همولیزین تولیدي توسط این باکتري استخراج شد جداسازي گردید و کننده

وزن مولکولی  SDS-PAGEروش در نهایت با استفاده از  اثر لیز این سم بر محیط بلاد آگار مشخص شد.

سازي و بررسی خاصیت همولیزین به کارگرفته جدیدي براي خالصگردید. در این مطالعه روش آن تعیین 

 است.شده

-بهترین و قوي  KC577596.1با شماره دسترسی  M3، سویه شده سویه مطالعه 8از میان : هایافته

  اکتري استخراج. همولیزین تولیدي توسط این ببوددار ي خون در محیط آگار خونترین سویه تجزیه کننده

نشان داد این سویه قادر به تولید دو  SDS-PAGEروش  و خصوصیات لیز کنندگی آن بررسی گردید شد

 باشد.کیلو دالتون می 31و  31همولیزین با وزن مولکولی 

هاي میکروبیولوژي دانشگاه اصفهان جداسازي شده این سویه اولین بار در آزمایشگاه: گیرییجهنت

با توجه به قدرت بالا ي لیز این  باشد.داراي همولیزین قوي با قدرت لیز کنندگی بالایی میري این باکتاست. 

و هاي صنعتی تواند به اهداف گوناگون در زمینهاین پروتئین میM3 زایی سویه و عدم بیماريهمولیزین 

 درمانی مورد استفاده قرار گیرد.

 باسیلوس، همولیزین، زایموگرافی :کلیدی کلمات 

 پزشکی ایران محفوظ است. شناسییکروبمبراي مجله این مقاله  و استفاده علمی از نشر حق چاپ، :© رایتیکپ

 :نویسنده مسئول
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دانشکده  یکروبیولوژی،گروه م

علوم، دانشگاه اصفهان، اصفهان، 

  .یرانا

 76160962130 تلفن: 

 پست الکترونیک:

emtiazi@yahoo.com  

 مهمقد 

شکل گرم مثبتی هستند  ایهای میلهها باکتریباسیلوس

دوسپورهای مقاوم به شرایط نامساعد تشکیل که در هر سلول ان

ها بسیار متغیر دهند. شکل ظاهری و اندازه کلنی در باسیلوسمی

ها ی وسیعی از آنزیماست. اعضای این جنس قادر به ترشح محدوه

ها و سموم به محیط پیرامون خود هستند. به طور کلی باسیلوس

گروه  که شاملشوند به دو گروه عمده و اصلی تقسیم می

(. 0، 9) باشندمی سوبتلیسباسیلوس و گروه  باسیلوس سرئوس

های ها کلاس بزرگی از سموم پروتئینی و معمولاً فاکتورهمولیزین

را در  هاییحفرهاین سموم  آیند،بیماریزای مهمی به حساب می

کنند که این های یوکاریوتی ایجاد میغشای پلاسمایی سلول

تعادل یونی غشاء و در نتیجه مرگ حفرات باعث از بین رفتن 

زننده به غشا (. به این سموم، سموم آسیب0، 3) شودسلولی می

ای از گروه گسترده میان آنهادر و  (5) شودنیز گفته می MDTیا 

وجود دارند. جالب اینجاست  PFTی حفره یا سموم ایجاد کننده

ل در ی حفره در طول تکامایجاد کننده سموم که توانایی تولید

ها حتی اخیراً انسان ها وها، قارچها، گیاهان، باکتریبین کرم

 کی ایرانپزش یشناسکروبیممجله 
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www.ijmm.irJournal homepage:  

 

 

مقاله 

 پژوهشی

http://www.ijmm.ir/


 یموگرافیبه روش زا یلوسباس یزینهمول سازی و خالص ییشناسا |و همکاران  ساسانی 

31 

 

نوعی سموم  PFT(. مهمترین اعضای 7، 6)است  نشان داده شده

وابسته به کلسترول است که در غشاء سلولی فقط در حضور 

باشد که به آنها کلسترول قادر به اولیگومریزاسیون می

Cholesterol Depending Toxin ساختار و . شودیگفته م

ی باکتریایی از جمله گونه چهار ها درCDTعملکرد مرتبط با 

 باسیلوس شناخته شدهو  استرپتوکوک، لیستریا، کلستریدیوم

 سمومدر واقع کلسترول به عنوان گیرنده برای این  .(1، 8) ستا

در لیپوزوم و غشای سلولی از  سمجایگاه اتصال این  ،کندعمل می

یک گیرنده به عنوان کند که کلسترول ت میاین نظریه حمای

(. اهدافی که در این تحقیق 92) کندعمل می سمومبرای این 

ها با هایی با قویترین همولیزینبررسی باسیلوس دنبال شد شامل

 ها،و جداسازی بهترین سویه Hemolysin assayاستفاده از 

ولی آن زایموگرافی آنزیم مورد نظر و در نهایت تعیین وزن مولک

برداری از این آنزیم به باشد. هدف اصلی از این پروژه بهرهمی

ایی نه چندان دور در صنایع ایی کاربردی در آیندهعنوان ماده

ها و همچنین برای های خونی بر روی پارچهشوینده برای رفع لکه

باشد با های خونی در گرفتگی عروق میلیز و از بین بردن لخته

کنندگی بالای این پروتئین بر روی ترکیبات وجود قدرت تجزیه

تواند به زایی این نوع همولیزین در انسان، میخونی و عدم بیماری

 ایی مفید و کاربردی مورد استفاده قرار گیرد.عنوان ماده

 هاروشمواد و 

 هاجداسازی سویه

سویه باسیلوس اسپوردار شامل  8در ابتدای این پژوهش، 

، SB3002 باسیلوس پامیلوس، ZED17 باسیلوس پامیلوس

 S10 و M14 ،M11 ،M19 ،M3های و سویه سوبتلیسباسیلوس 

ها اند. این سویهاز آب دریا جداسازی و مورد آزمایش قرار گرفته

ساعت در  21و به مدت  در محیط بلاد آگار کشت داده شدند

انکوبه گردیدند. پس از این زمان،  سلسیوسدرجه  60دمای 

های خونی و ایجاد هاله منظور توانایی لیز سلولها به پلیت

 همولیز مورد بررسی قرار گرفتند.

 غربالگری همولیزین 

برای بررسی (Hemolysin assay) روش سنجش همولیزین 

های قرمز خون به کار میزان قدرت همولیزین در تجزیه گلبول

لیز بالا  ترین همولیزین با درصدرود، و با این روش قویمی

 23های فوق را، به شود. طبق این آزمایش سویهسایی میشنا

ی گوسفند اضافه و سپس این خون شسته شده %17میکرولیتر از 

ساعت انکوبه  21برای  لسیوسدرجه س 60مخلوط در دمای 

 177میکرولیتر از این مخلوط را به  17گردید. بعد از آن 

 67برای  g 16777×میکرولیتر بافر سالین اضافه کرده و در دور 

ثانیه سانتریفوژ شد. در نهایت جذب مایع رویی در طول موج 

نانومتر اندازگیری شد. برای به دست آوردن درصدد تجزیه  197

های قرمز خونی مقدار جذب هر نمونه را بر میزان جذب گلبول

کنترل تقسیم کرده، در اینجا کنترل شامل خون شسته شده به 

های قرمز گلبول %177ی تجزیه باشد که قادر بههمراه آب می

 .(99) خونی است

 به روش زایموگرافی استخراج همولیزین 

ترین آنزیم تولیدی با پس از شناسایی بهترین سویه با قوی

کمک روش سنجش همولیزین، استخراج پروتئین مورد نظر از 

باکتری انجام گرفت. برای این کار ابتدا محیط کشت بلاد آگار با 

ژی شسته و سپس این ترکیب سانتریفوژ شد. مایع سرم فیزیولو

اشباع گردید، نمک  %37رویی با استفاده از نمک آمونیوم سولفات 

به آرامی به مایع رویی اضافه شده تا به حالت اشباع برسد )تا 

کنیم که دیگر قابل حل شدن در محیط جایی نمک را اضافه می

فوژ کرده تا ساعت ترکیب حاصل را سانتری 21نباشد(. پس از 

نمک از مخلوط پروتئینی جداسازی شود سپس مایع رویی را دور 

ریخته و رسوب ته ظرف با سرم فیزیولوژی شست و شو داده شد. 

تا  بعد از آن محلول به دست آمده را در درون کیسه دیالیز ریخته

 که تراوا، نیمه است غشائی کیسه ها جداسازی شوند اینپروتئین

-مولکول ولی کنند،می عبور آن جداره میان از راحتی به هایون

 نداشته، را جداره این از عبور قابلیت هاپروتئین مثل بزرگی های

رنگی ساعت مایع رویی زرد 21بعد از مانند. می باقی کیسه درون

به دست آمد که حاوی پروتئین مورد نظر است برای حصول 

های پروتئین اطمینان از حضور همولیزین و جداسازی آن از سایر

(. 90) و زایموگرافی انجام شد SDS-PAGEترشحی باکتری 

گیری پروتئین تام به روش برادفورد یک آزمایش مهم برای اندازه

باشد و قبل از انجام سنجش میزان غلظت پروتئین تولیدی می

SDS-PAGE  و زایموگرافی میزان غلظت پروتئین مورد استفاده

میکرولیتر مایع رویی محیط  277باید مشخص گردد. در اینجا 

میکرولیتر از محلول  877که به اندازه کافی رقیق شده است با 

ها در طول موج برادفورد ترکیب و کاملاً مخلوط شدند و جذب آن

گیری شد. برای تهیه نمونه شاهد منفی نانومتر اندازه 393
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(Blank مقدار )میکرولیتر از  877میکرولیتر آب مقطر با  277

(. برای انجام زایموگرافی از 93) ول برادفورد ترکیب شدمحل

استفاده شده است. پس از الکتروفورز، ژل به  %12الکتروفورز ژل 

 X-100 3/2دقیقه در درون تریتون  67دست آمده به مدت 

موجود در درون ژل شسته شود. سپس  SDSدرصد قرار گرفت تا 

این دترجنت به  با آب مقطر ژل را به طور کامل شستشو داده تا

ی مورد نظر که محل صورت کامل حذف گردد. در ادامه ناحیه

ی لیز ی هالهحضور پروتئین همولیزین است را بر اساس مشاهده

شده در بلاد آگار با استفاده کاتر از ژل جدا کرده و در درون بافر 

-مولار سدیممیلی Tris-HCl،137مولار میلی 37محلول کننده )

باشد( ریخته و به می pH 3/0در  EDTAمولار میلی 1/7کلراید و 

انکوبه گردید. بعد از آن  لسیوسدرجه س 67ساعت در  21مدت 

محلول حاوی ژل و بافر سانتریفوژ شد. سپس مایع رویی را 

 SDS-PAGE برداشته و برای اطمینان از اینکه پروتئین از ژل

ظ جداسازی شده، و این ماده خاصیت همولیتیک خود را حف

ی کرده است بر روی سوبسترای خود یعنی خون دفیبرینه

 لسیوسدرجه س 60ساعت در  21گوسفند ریخته شد و به مدت 

ی لیز شده بیانگر جداسازی پروتئین انکوبه گردید. حضور ناحیه

مورد نظر از ژل بود. برای تخمین وزن مولکولی همولیزین 

 %12آمید آکریلپلی -تکنیک سدیم دودسیل جداسازی شده از
 .( استفاده گردیدSDS-PAGEژل الکتروفورز )

 هایافته

ها در حضور سوبسترای باکتری مورد مطالعه، همه باکتری 8از 

خود یعنی خون دفیبرینه گوسفند قادر به تولید همولیزین بودند 

(. 1کردند )شکل و الگوی همولیز را در محیط بلاد آگار ایجاد می

ولیزین را تولید کرده اما برخی سویه هم 8در نتیجه تمامی 

ها بیشتر و با توانایی قدرت تجزیه حداکثر این سم پروتئینی سویه

های مورد مطالعه کنند. همولیز خون توسط باسیلوسرا تولید می

 دهد که بیشترین همولیز خون به ترتیب مربوطنشان می

M3،M19  ، باسیلوس پامیلوس ،سوبتلیسباسیلوسZED17 ، 

 1باشد. در جدول می SB3002  ،M14 ،M11پامیلوسباسیلوس 

های مورد مطالعه بیان شده است، پس از قطر هیدرولیز باکتری

ی قدرت همولیز بر اساس الگوی تجزیه خون در محیط مشاهده

سویه اصلی جداسازی گردید.  8سویه اول از میان  1بلاد آگار 

استفاده از  ی فوق باسویه 1برای شناسایی بهترین سویه از بین 

آزمایش سنجش همولیزین، میزان همولیزین تولیدی توسط این 

ترین همولیزین توسط بهترین سویه ها بررسی شد و قویباکتری

های قرمز خون بود که قادر به لیز میزان بیشتری از گلبول

همولیزین  2دست آمده در جدول جداسازی گردید. طبق نتایج به

ای میکروبیولوژی دانشگاه اصفهان هکه در آزمایشگاه  M3سویه

های قرمز شناسایی و جداسازی شده بالاترین درصد تجزیه گلبول

های مورد مطالعه داراست. برای خونی را در بین سایر سویه

استخراج همولیزین از روش زایموگرافی استفاده شد. در این 

ی شفاف بر روی بلاد آگار ظاهر گردید، که بخش چندین هاله

احی نشانگرحضور پروتئین مورد نظر بود. برای استخراج از این نو

ژل از این نواحی استفاده شد. نواحی حاوی آنزیم که با استفاده از 

نشان داده شده است. پس  2زایموگرافی به دست آمده در شکل 

های ژل ی قوی همولیز در اطراف باندی هالهاز مشاهده

ر شکل مشخص شده، از زایموگرافی، نواحی حاوی آنزیم را که د

همولیزین تولیدی از بخشی از  و ی ژل جداسازی کردهباقی مانده

ژل استخراج گردید. پس از استخراج برای اطمینان از به دست 

آوردن پروتئین همولیزین مورد نظر، این آنزیم استخراج شده را 

ی لیز ی تجزیه خون و هالهبر روی بلادآگار ریخته و با مشاهده

 %177اطراف محل ریختن محلول پروتئین از استخراج  شدگی در

گیری غلظت این پروتئین اطمینان حاصل شد. براساس اندازه

پروتئین به دست آمده به روش برادفورد، میزان همولیزین 

بوده است. پس از استخراج همولیزین از  g/mlµ 22استخراجی 

بلاد  کنندگی آن بر رویژل زایموگرافی و سنجش فعالیت تجزیه

آگار نوبت به تعیین وزن مولکولی پروتئین مورد نظر رسید. برای 

 استفاده گردید، SDS-PSGE ،12%تعیین وزن مولکولی از ژل 

آبی رنگ بر روی ژل ظاهر های نوارباندهای پروتئینی به صورت 

 26کیلو دالتون و  16مولکولی دو باند اصلی به ترتیب شد، وزن 

 باشد.می 6 کیلو دالتون طبق شکل

 قطر هاله گیریاندازه و موردمطالعه هاینتایج همولیز باسیلوس: 1جدول 

 قطر هاله

(mm) 
 باکتری همولیز

0 + M14 

 ZED17 پامیلوسباسلیوسسویه + 3

 سوبتلیسسویه باسیلوس  + 3

0 + M3 

- - S10 

3 + M19 

 SB3002باسیلوس پامیلوس  + 0

9 + M11 
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 نانومتر 197های مورد مطالعه در طول موج میزان همولیزین تولیدی در باسیلوس: 2جدول 

 012ترکیب مورد نظر برای سنجش در طول موج 

 نانومتر

به میزان جذب

 نانومتر 

 تجزیه هموگلوبینصددر

 M3 213/7 30%سویه 

 ZED17 181/7 19%پامیلوسباسلیوسسویه

 %68 116/7 سوبتلیسباسیلوس سویه

 M19 179/7 29% سویه 

 %177 603/7 کنترل )خون شسته شده + آب(

 

 
و بررسی قدرت  یدر اطراف محل رشد باکتر یزل یقطر هاله یریاندازگ یبرا یبلاد آگار به صورت سوزن یطمورد مطالعه در مح های یلوسکشت باس: 1شکل 

 هایز خون در آنهمول

 

بلاد آگار  یطدر مح یموگرافیقرار دادن قطعات ژل حاصل زا :2شکل 

در  یقو یزکنندگیل ی¬و مشاهده هاله یزینهمول یمآنز یبه عنوان سوبسترا

 به دست آمده. های اطراف باند

 بحث

قادر به تولید  ی باسیلوسبسیاری از اعضای خانواده

های تولید های بسیاری بین همولیزینهستند. شباهت همولیزین

توان از ی باسیلوس وجود دارد از این رو نمیشده توسط خانواده

همولیزین به عنوان معیاری برای شناسایی باکتری مورد نظر در 

ها در ترین همولیزینشناخته شده(. 90) این خانواده استفاده کرد

باشد، که می اسیلوس سرئوسب ها مربوط بهی باسیلوسخانواده

 Oباشد. از جمله سرولیزین ها میشامل انواع مختلف از همولیزین

 Gradinskiتوسط  1930که در سال  ،یا همان همولیزین یک

 (.95) سازی گردیدشناسایی و خالص

 

مورد  ینپروتئ یوزن مولکول یینتع یبرا SDS-PAGEژل  :6شکل 

 یزوآنزیمباندها ا یهو بق یزینمربوط به همول یاستخراج. دو باند اصل نظر پس از

کیلو  16 لهستند.  الف( مربوط به باند انتهایی ژ یزینمرتبط با همول های

 کیلودالتون 26دالتون و ب( مربوط به باند میانی ژل

و  برخی از مطالعات نشان داده است که میزان پتاسیم

تواند به های قرمز آغشته به سم میآزاد شده از گلبول روبیدیوم

های قرمز خون عنوان یک عامل برای بررسی میزان تجزیه گلبول

گیری (. یک روش حساس دیگر برای اندازه96) استفاده شود

رها  ATPهای قرمز خون تعیین میزان ی گلبولمیزان تجزیه

باشد که توسط ها با روش بیولومینسانس میشده از اریتروسیت

Fehrenbach  توضیح داده شد و از این روش برای  1987در سال

ی های قرمز خون تجزیه شده به وسیلهبررسی کینتیک گلبول

(. 97) شودها استفاده میهای تولیدی توسط باکتریهمولیزین
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های استخراجی ها و روشمطالعات زیادی بر روی انواع همولیزین

 انجام گرفتهقین توسط محقهای مختلف ها در طول دورهآن

موفق به استخراج همولیزین  1932در سال  Berk .است

و همکارانش در سال  Jenkins، گردید ازنویسودموناس آئروژ

(، 98) را استخراج کردند یتوژنزلیستریا مونوسهمولیزین  1931

Haque  موفق به استخراج همولیزین  1991و همکارانش در سال

و همکارانش در  Miyoshi(، 90) شدند کلستریدیوم بوتولینوم

 میکوسویبریو میموفق به جداسازی همولیزین از  1990سال 

و همکارانش موفق به  Kothary 2772(، در سال 91) شدند

و  Lim(، 02) شدند ویبریو فلوویالیساستخراج همولیزین 

را  بورخودلیا سودومالئیهمولیزین  2773همکارانش در سال 

و همکارانش Zhong  2773(، در سال 09) استخراج کردند

و   Jia(،00) را استخراج کردند ویبریو هاروایهمولیزین 

را  ویبریو آلژینولیتیکوسهمولیزین  2717همکارانش در سال 

و همکارانش موفق Ong  2716( و در سال 03) استخراج کردند

شدند. در این پژوهش  سالمونلا انتریکابه استخراج همولیزین از 

ها که ی باسیلوساز خانواده ای جدیدن سویهما بر روی همولیزی

در  KC577596.1باشد و با عدد دسترسی یک سویه ای بومی می

NCBI  ایم. همولیزین تولیدی توسط تمرکز کردهثبت شده است

های قرمز در محیط بلاد قادر به تجزیه کامل گلبول M3ی سویه

باشد. می βآگار بوده و الگوی همولیز این سویه از نوع همولیز

طبق نتایج به دست آمده، در این تحقیق دو نوع همولیزین از 

استخراج شده است که دارای وزن  M3سویه  های زایموگرافیباند

باشند. وزن مولکولی بسیاری از کیلو دالتون می 16و  26مولکولی 

باسیلوس ها از جمله های تولیدی توسط سایر باسیلوسهمولیزین
باشد به ترتیب زیر نوع همولیزین می که شامل چهار سرئوس

کیلو دالتون همولیزین  32است، سرولیزین دارای وزن مولکولی 

دارای وزن  6کیلو دالتون، همولیزین  12دو دارای وزن مولکولی 

دارای وزن مولکولی   Kکیلو دالتون و سیتوتوکسین 21مولکولی 

مولکولی  دارای وزن Oنترولیزین ا(، 00) باشدکیلو دالتون می 61

کیلو  O 32کیلو دالتون است و وزن مولکولی تورنجیولیزین  23

دهد همولیزین ها نشان می(. این اندازه05باشد )دالتون می

استخراج شده وزن مولکولی تقریباً نزدیکی به سایر اعضای 

های بسیاری برای استخراج اش دارد. تاکنون روشخانواده

ر رفته است، ما در این اهای مختلف به کهمولیزین باکتری

تحقیق روش متفاوت و جدیدی را برای جداسازی این پروتئین با 

از این روش، کم ایم. استفاده استفاده از زایموگرافی به کار برده

های استخراج قبلی تواند جایگزین روشو می بودههزینه و آسان 

از  .مانند استخراج با استفاده از انواع ستون کروماتیوگرافی گردد

ها از گذشته تا به امروز برای زایموگرافی در بسیاری از پژوهش

بررسی فعالیت آنزیم و سوبسترای آن از جمله کازئین، کلاژناز، 

، اما تکنیک است پروتئاز و ... بخصوص همولیزین استفاده شده

استخراج پروتئین همولیزین از ژل زایموگرافی تاکنون گزارش 

بار در این تحقیق توانستیم همولیزین  ست. ما برای اولیننشده ا

-نوعی باسیلوس را با استفاده از این تکنیک استخراج و خالص

تواند سازی کنیم. همولیزین استخراج شده در این پژوهش می

صنعت تولید انبوه برای استفاده دربه منظور  گردد و سازیبهینه

 مورد بهره برداری قرار گیرد.

 تقدیر و تشکر 

این مقاله از تمامی پرسنل آزمایشگاه تحقیقات نویسندگان 

های نوین دانشگاه اصفهان به خاطر فراهم دانشکده علوم و فناوری

 کردن شرایط مناسب برای انجام این پروژه کمال تشکر را دارند.
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