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 12/9/97پذیرش مقاله:    25/7/97 دریافت مقاله:

و بیان  شوند. شناسایی، انتقالپپتیدهاي ضد میکروبی یکی از اجزاء مهم سیستم ایمنی ذاتی گیاهان و جانوران محسوب میمقدمه: 
رکیبات ضد نوترکیب در گیاهان، یک راهکار مقرون به صرفه براي تولید ت DNA هايآوريپپتیدهاي ضد میکروبی جدید با استفاده از فن

 میکروبی با مصارف دارویی است.

ز به دو وم تومفاشیني ژنی حاوي یک ژن پپتید ضد میکروبی امیگانان به کمک اگروباکتریدر این مطالعه تجربی، یک سامانهها: مواد و روش
عدادي گیاه اثبات و ت PCRي پپتید ضد میکروبی به کمک اده شد. پس از کشت بافت، حضور ژن کد کنندهانتقال د گیاه توتون و سیب زمینی

هم هاي مپروتئین کل از گیاهان تراریخت انتخابی استخراج و تاثیر آن بر برخی میکروب .تراریخت از هر دو گیاه انتخاب شدند
، Escherchia coli  ،Staphylococcus epidermis ، Pseudomonas aeruginosa Salmonella typhi  ،Staphylococcus aureusانسانی؛

Bacillus cereus و Candida albicans .به روش انتشار در دیسک بررسی شد 

تفاوت ها شد. تر میکروبمانع رشد بیش) >01/0P(داري مقایسه با گیاه غیر تراریخت، به طور معنی پروتئین کل گیاهان تراریخت در: هایافته
نفی، حضور مهاي گرم ها مشاهد شد. برخلاف باکتريبین گیاهان تراریخت از نظر میزان بازدارندگی از رشد میکروب) >01/0P(داري معنی

 هاي گرم مثبت نداشت.يروي باکتر) >05/0P(داري پپتید امیگانان در عصاره گیاهان تراریخت تاثیر معنی

ا خالص گیري کرد. بزاي انسانی جلوهاي بیماریي پپتید امیگانان از رشد میکروبی گیاهان بیان کنندهعصاره پروتئین: یريگیجهحث و نتب
ا پپتیدهاي آورد تتوان از این پپتید به عنوان یک پپتید با توانایی ضد میکروبی استفاده کرد. این روش فرصتی را فراهم میسازي پپتید می

 ر صنایع داروسازي تولید نمود.ضد میکروبی را در گیاهان براي مصرف د

 اگروباکتریوم تومفاشینز، پاتوژن، پپتید ضد میکروبی، پروتئین نوترکیب، توتون.واژگان کلیدي: 
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 مقدمه
 (Antimicrobial Peptides) پپتیـدهاي ضـد میکروبـی

هاي فعال زیستی هسـتند کـه بخشـی از سیسـتم مولکول

ــده ــی موجــودات زن ــاع ذات . ایــن شــوندمحســوب مــی دف

هاي مهم حیاتی، در طیـف وسـیعی از جانـداران از مولکول

 شوند و بخش مهمـیها تا موجودات عالی تولید میباکتري

). 1شـوند (از سیستم پاسخ ایمنی جانداران محسـوب مـی

متعـددي از جملـه  ضد میکروبـی داراي اثـرات يپپتیدها

ضد اندوتوکسین، اثرات آنتی بیوتیکی و ضد قـارچی  اثرات

). اگرچه هنوز مکانیسم دقیق عمـل پپتیـدهاي 2( دهستن

ل رسد که به دلیضد میکروبی معلوم نیست، اما به نظر می

کم کلسترول و بـار منفـی دیـواره سـلولی در غشـا  نمیزا

پلاسمایی موجودات هدف، یک برهمکنش الکترواسـتاتیک 

کـه ایـن موضـوع بـه د گیـرمیبین پپتید و دیواره صورت 

تخریب دیـواره سـلول هـدف و در  هاي مختلفی سببروش

یـن ارسد که رو، به نظر میشود. از ایننهایت مرگ آنها می

مکانیسم عمل منحصـر بفـرد، بتوانـد بسـیاري از خـواص 

بالینی مطلوب پپتیدهاي ضد میکروبـی را از نظـر زیسـت 

 ).3شناسی توضیح دهد (

هاي داروسـازي در یک دهه گذشته، محققان و شرکت

، از توانایی پپتیدهاي ضد میکروبـی بـراي مهم بین المللی

 ترکیـب مـواد دارویـی اسـتفاده زا درمهار عوامـل بیمـاري

هـاي اند. تاکنون از تعدادي از این پپتیـدها و آنـالوگکرده

ها استفاده شده مصنوعی آنها براي درمان برخی از بیماري

 MBI-226است. براي مثال، از پپتیدهاي امیگانانی ماننـد 

و سـایر کنه آهاي بیمارستانی، در عفونت MBI-594ANو 

بیماري هاي میکروبی اسـتفاده شـده اسـت. بـه عـلاوه، از 

هـاي هاي حاصـل از باکتريدر درمان بیماري PG-1پپتید 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ،

Plactacin هـاي (با خاصـیت ضـد میکروبـی علیـه باکتري

شویه به عنوان دهان P-113و پپتیدبیوتیک) مقاوم به آنتی

هاي دندانی و ژنژویت نیـز اسـتفاده و مؤثر در درمان پلاك

هـاي شده است. همه این پپتیدها پس از گـذر از آزمـایش

انـد بالینی مورد تائید، وارد بازار دارویی بـین المللـی شـده

)2(. 

 مقاومـت روزافـزون عفـونی و گسـترش هـايبیمـاري

علـم  بـزرگ هـايچـالش از هـا،وتیـکآنتی بی به باکتریایی

جو براي منابع جدیـد  و آن، جست طبع به و است پزشکی

 روز بـه روز جدیـد هايآنتی بیوتیکی و تولید آنتی بیوتیک

 سـمت بـه قـینمحق رو،اسـت. از ایـن در حـال افـزایش

 دانهایی مانند پپتیدهاي ضد میکروبی روي آوردهجایگزین

عـوارض  فاقـد باکتریایی، ضد اثرات برخورداري از ضمن که

شــیمیایی باشــند و  داروهــاي مصـرف از ناشـی جـانبی

کننـد  زا نتوانند به راحتی بر آنها غلبهبیماريهاي میکروب

گستردگی طیف فعالیت و عمـل انتخـابی پپتیـدهاي . )4(

ضد میکروبی نسبت به غشاء میکروبی، دو ویژگی مهم این 

به پپتیدهاي ضد  دانشمندانبب علاقه پپتیدها است که س

هاي جدید آنتی بیـوتیکی شـده مولکول به شکلمیکروبی 

است. همچنین حداقل غلظت مهارکنندگی، سرعت آسیب 

، هاي میکروبی و تاثیر مستقیم روي فسـفولیپیدهابه سلول

وم ها به کندي به این پپتیـدها مقـاشود تا پاتوژنسبب می

 .)5(شوند 

و  MBI-226ضد میکروبی کاتیونی امیگانان  هايپپتید

MBI-594AN از گــــروه پپتیــــدهاي  یهــــایآنــــالوگی

هـاي . امیگانـان)6(هسـتند  (Indolicidin) ایندولیسـیدین

MBI-226  وMBI-594AN  در برابـــر طیـــف وســـیعی از

هاي گرم مثبت و منفـی و ها شامل باکتريمیکروارگانیسم

هاي آزمایشگاهی و بـالینی کنند. بررسیها فعالیت میچقار

-MBIو  MBI-226دهنـد کـه هـر دو امیگانـان نشان می

594AN  ،از خاصیت ضد میکروبی بالایی برخوردار هستند

-MBIاز  MBI-226با ایـن حـال، توانـایی ضـد میکروبـی 

594AN  هـاي آمفـی ها مولکولی. امیگانان)1(بیشتر است

در مجموع داراي بـار مثبـت بـوده و بـه  پاتیک هستند که

همین دلیل تمایل فراوانی براي غشاهاي داراي بـار منفـی 
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شـود کـه غشـاء دهند. ایـن موضـوع سـبب مـینشان می

پلاسمایی را دچار تلاطم نمایند و در نهایـت باعـث مـرگ 

ها هاي طبیعی در ریبوزوم. امیگانان)7(سریع سلول گردند 

تـوان را می MBI-226، امیگانان شوند. براي مثالسنتز می

سازي کرد. علاوه بر اهمیت هاي نوتروفیل گاو خالصاز دانه

هـاي ها به خصوص در پیشگیري از عفونـتبالینی امیگانان

تـوان از جملـه اولـین آنتـی ها را میبیمارستانی، امیگانان

هاي مـرتبط بـا پپتیـد ضـد میکروبـی ریبـوزومی بیوتیک

 .)3(اند را بدست آورده دانست که تایید بازار

-مـی تولیـدزیـادي اي هان زیست تودهاز آنجا که گیا

هاي یوکاریوتی را بـه شـکل اصـلی کنند و قادرند پروتئین

تولیـد کننـد، لـذا صحیح با تغییرات پس از ترجمه و خود 

ــانه ــازي و همس ــه جداس ــن مطالع ــدف از ای ــازي ژن ه س

نتقـال آن ي یک پپتید ضد میکروبی امیگانـان و اکدکننده

به گیاهان توتون و سیب زمینی براي بررسـی اثـرات ضـد 

میکروبی آن بود. با بیان این پپتیدها، عصاره خـام گیـاهی 

مربوط به گیاهان تراریخت داراي این پپتیدها خواهد بـود، 

زا، گیـاه هاي بیمارياي که در صورت حمله پاتوژنبه گونه

 ها خواهد بود.دن رشد آنقادر به محدود کر

 هامواد و روش
سـویه  Esherchia coliهـاي باکتري از تحقیق این در

DH5α و Agrobacterium tumefaciens سویه GV1303 ،

ي پپتیـد سـازي ژن کـد کننـدهبه ترتیب جهـت همسـانه

توتـون و  گیاهـان بـه ایـن ژن انتقال و MBI-226امیگانان 

ناقـل  از حاضـر مطالعـه در .شـد اسـتفاده سـیب زمینـی

pUC19 ــر ــانی اي کارهــاي همســانهب ســازي و از ناقــل بی

pGSA1285  جهت انتقال ژن به روش اگروباکتري استفاده

هـاي هاي میکروبی از بـاکتريشد. همچنین براي آزمایش

)Escherchia coli (ATCC 25922 ،Staphylococcus 

epidermis (PTCC 1436) ،Pseudomonas aeruginosa; 

(ATCC 27883) Salmonella typhi (PTCC 1639) ، 

Staphylococcus aureus (ATCC 1189) ،Bacillus 

( cereus1181PTCC )  ـــارچ  Candida albicansو ق

ها از دانشگاه علـوم پزشـکی همـدان استفاده شد. میکروب

ــارچ انســانی  ــه شــدند. ق ــز از Candida albicansتهی  نی

 بـه شـکلهـاي علمـی و صـنعتی ایـران سازمان پـژوهش

هـاي تـیم لیوفلیزه خریداري شد. لازم به ذکر است، تلاش

 Propionibacteriumتحقیقـاتی بـراي دریافـت بـاکتري 

acnes  با مشکل موجهه شد. در ضمن در یـک مـورد ایـن

باکتري از محققان داخلی دریافت شد کـه کشـت آن هـم 

 ههاي مختلـف بـا موفقیـت همـراییر در محیطرغم تغلیع

 نبود.

 آماده سازي سازه ژنی

ــوالی کــد کننــده ي یــک پپتیــد در ایــن مطالعــه از ت

بــا جایگــاه بــرش  )اســید آمینــه MBI-226 )12امیگانــان 

و  5'به ترتیب در سر  BamHIو  NcoI هاي محدودگرآنزیم

دو الیگـو با توجه به تـرجیح کـدونی گیـاه بـه صـورت  3'

هـاي برشـی و با احتساب جایگـاه آنـزیم (لئوتید کوتاه نوک

مصـنوعی بـه شـکل  )نوکلئوتیـد 65کدون شروع به طول 

اقـل در نهـاي محـدودگر سنتز و در جایگـاه همـان آنـزیم

. در )8(همســانه ســازي گردیــد  pUC19همســانه ســازي 

در ناقل بیانی  NcoI-MBI-226-BamHIمرحله بعد، قطعه 

pGSA1285 35 حاوي پروموترS(3x)  مربـوط بـه ویـروس

ــوپین ســنتتاز  ــده اکت ــم و خاتمــه دهن موزائیــک گــل کل

)Octopine synthaseو ناقل 1سازي شد (شکل ) همسانه (

. ایـن ناقـل (9) تولید گردید pGSA1285/MBI-226 بیانی

بـــه  (Electroporation) توســط روش الکتروپوراســیون

یـد. منتقـل گرد GV1303 اگروباکتریوم تومفاشـینز سـویه

ي ناقل بیانی حاوي ژن براي صحت تـوالی ژن کـد کننـده

یـابی شـد ، به روش سانگر توالیMBI-226پپتید امیگانان 

)9(. 

 
ژن  MBI-226.. سازه بیانی حاوي ژن کدکننده پپتید 1شکل 

مقاومت به کانامایسین براي انتخاب گیاهان  nptIIگزینشگر 

http://ptcc.irost.org/DBank-details.asp?id=356&code=0
http://ptcc.irost.org/DBank-details.asp?id=356&code=0
http://ptcc.irost.org/DBank-details.asp?id=356&code=0
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 3×وتر قدرتمند تراریخت در سازه ژنی قرار گرفته است. پروم
هاي گیاه در موزائیک گل کلم براي بیان پپتید در تمام اندام

ژن قرار گرفته است. محل نشستن آغازگرها براي غربال  5'سر 
 .اندگیاهان تراریخت به صورت دو فلش نشان داده شده

 گیاه و شرایط رشد

 ) رقـم زانتـاي(Nicotiana tabacumتوتـون  از بـذر

(Xanthi) هـــاي ســـیب زمینـــیو میـــانگره(Solanum 

tuberosum) نمونـه بـراي  رقم تجاري آگریا به عنوان ریـز

ابتـدا تولید گیاهان تراریخت استفاده شد. به طور خلاصه، 

 15و بـراي  %70ثانیـه بـا اتـانول  30 مدت به بذور توتون

حـاوي تریتـون تیمـار  %5/1دقیقه با هیپوکلریـت سـدیم 

 آب بـا بـار 5-3 ه تعـدادها بشدند. در مرحله بعد ریزنمونه

 اسـتفاده با بذرها شدند. ضدعفونی و مقطراستریل شستشو

 بـراي جوانـه زنـی بـرروي و خشک استریل صافی کاغذ از

کشــت شــدند.  )10(ســاکارز gL 20-1حــاوي  MSمحــیط 

قرارداده شدند و پس از جوانـه  C 25±2˚دماي  ها درپلیت

ل شـدند. هاي مربا براي تولید گیاهچه منتقـزنی به شیشه

هاي سیب زمینی، از روش نظریان نمونه در مورد تهیه ریز

 .)11(فیروزآبادي و همکاران استفاده شد 

 تراریزش و باززایی توتون و سیب زمینی

هاي سـیب دیسک برگی توتون و میانگرههاي ریزنمونه

 زمینـی بـه وسـیله اگروبـاکتري تومفاشـینز حامـل ناقـل

pGSA1285/MBI-226 بـاکترياز . )12( تراریزش شدند-

براي تلقـیح  5/0برابر با  600ODاي با هاي کشت داده شده

هاي ها استفاده شد. به این ترتیب که ابتدا دیسکریزنمونه

هــاي جــوان توتــون و از بــرگ 2cm 1بــه انــدازه تقریبــی 

 mm ی هاي سیب زمینی به اندازه تقریبـهمچنین میانگره

 10-15بـه مـدت  تهیه گردیدنـد و جداگانـه و cm 5تا  1

شـدند. سـپس  قـرار دادهدقیقه در سوسپانسیون بـاکتري 

هاي آلوده به محیط هم کشتی، یعنی محیط پایه ریزنمونه

MS  1همراه با-gL 30 ) ،1ساکارز-mgL  2 (BA ) و-mgL 

1 1/0(NAA  روز در تاریکی و دماي 4تا  3برايC˚ 25±3 

بـه هـا منتقل شدند. پس از گذشـت سـه روز، ریـز نمونـه

) و mgL 50-1کشتی به همراه کانامایسـین (هممحیط تازه 

 C˚ 25±3) به منظور باززایی در mgL 200-1سفوتاکسیم (

 3-2هـاي براي مدت یک ماه منتقل شدند. سـپس جوانـه

هـا بـه سانتی متري داراي کـالوس در حاشـیه ریـز نمونـه

 به همـراه MSزایی شامل محیط پایه محیط محرك ریشه

)1-mgL1/0( NAA ) ـــــین ) و mgL 75-1، کانامایس

) منتقـل شـدند. پـس از ظهـور mgL 200-1سفوتاکسیم (

فاقد هورمون انتقال  MSها به محیط پایه ها، گیاهچهریشه

حـاوي  گلدان به جوان گیاهان ها،ریشه رشد از یافتند. پس

منتقـل شـدند.  پیتمـاس 50پرلایت بعلاوه % % 50مخلوط

 و شـدند پوشـانده تیکیپلاسـ پوشـش بـا هـاگلدان تمامی

به صورت  مایع نصف غلظت بدون قند، MSها با آن آبیاري

 منظم انجام شد.

 PCRآنالیز 

به ظاهر  و سیب زمینی به منظور غربال گیاهان توتون

تراریخــت مقــاوم بــه کانامایســین و بررســی وجــود تــوالی 

ژنومی بـه  DNA، استخراج پپتید امیگاناني ژن کدکننده

ــا . در مرحلــه)13(گرفــت  صــورت CTABروش ي بعــد، ب

-'MBI-226F: 5اسـتفاده از آغازگرهـاي اختصاصـی رفـت:

TCATTTGGAGAGGACACGCT-3'  و آغـــــــــازگر

 -'CACCAGGGCCAACGC-3' MBI-226R: 5برگشـت

). واکـنش 1امیگانان و نواحی اطـراف تکثیـر شـد (شـکل 

اي پلیمراز به شرح زیر انجام شد؛ واسرشـتی اولیـه زنجیره

ــدت  C 94˚در  ــه م ــه و  5ب ــا  35دقیق ــداوم ب ــه م چرخ

 C 56˚دقیقه، آنیلینگ در 1برا مدت  C 94˚واسرشتی در 

ثانیه  20براي مدت  C 72˚ثانیه و بسط در  45براي مدت 

براي مـدت  C 72˚صورت گرفت. در نهایت بسط نهایی در 

 دقیقه انجام شد. 7

 استخراج پروتئین کل

ید بیان شـده به منظور بررسی اثرات ضد میکروبی پپت

 تـازه بافـت از در گیاهان مورد مطالعـه، مقـدار یـک گـرم

ــی تراریخــت و شــاهد ــون و ســیب زمین ــان توت در  گیاه
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 بـه سپس .شد هموژن و پودر خوبی مجاورت ازت مایع به

) mM50 ،7=pHلیتر بافر فسفات پتاسیم (مقدار یک میلی

دور در دقیقه بـه مـدت  10000با  C 4˚ به آن اضافه و در

دقیقه سانتریفیوژ شد. در مرحله بعد، روشـناور حـاوي  30

آوري و غلظـت آن بـا روش هـا بـا احتیـاط جمـعپروتئین

درجـه  -20یـا  4گیـري و در دمـاي انـدازه )14(برادفورد 

 گراد نگهداري شد.سانتی

 بررسی اثر ضد میکروبی پپتید

ــداقل ــت ح ــد ( غلظ ــدگی رش  Minimalمهارکنن

Inhibitory Concentration; MIC( روش از بـا اسـتفاده 

ــت ــازى رق ــه در س  Broth Macro dilution) لول

susceptibility assay)  ــد ــین گردی ــن  )15(تعی . در ای

 آزمایش استفاده هايلوله از تایی 12 سري یک آزمایش از

، 60مختلـف ( هـايرقت آزمایش براي لوله 9شد. از تعداد 

 ) هـر میلـی لیتـر بـر میکروگرم 0و  75/3، 5/7، 15، 30

 عصـاره (حـاوى مثبـت کنترل عنوان به لوله یک عصاره و

 عنـوان بـه لولـه یـک و کشت) محیط به علاوه شده رقیق

 محیط علاوه به میکروبى حاوى سوسپانسیون(منفی کنترل

 در نظر گرفته شد. )کشت

بـود . لولـه اول تنهـا  µgmL 60-1عصـاره  اولیه غلظت

 زودن مقـدار یـکافـ با که حاوي عصاره با غلظت اولیه بود

 لیتر محـیط میلى 1 حاوى دوم لوله به عصاره از لیتر میلى

 ترتیـب همین دست آمد. به به µgmL  30-1غلظت، کشت

 1 حاوى که لوله سوم به و برداشته دوم لوله از لیتر میلى 1

 لولـه تـا کـار این و داده بود انتقال کشت محیط لیتر میلى

 و برداشته لیتر میلى 1 آخر لوله و از گرفت انجام 10 شماره

 قبلى لوله رقت نصف لوله هر نهایت که در شد ریخته بیرون

 مثبت) (کنترل 10 شماره لوله جز به هابه لوله سپس. شد

میکروبـی نـیم مـک  سوسپانسیون میکرولیتر 50میزان  به

 شد. داده انتقال باکتري CFU/ml  810 ×5/1داراي فارلند

 جداگانـه صـورت تري بههر باک ها براى عصاره سازى رقت

بـراي  آزمایش هاىلوله شد. در جریان آزمایش، همه انجام

 طـی از پـس شـدند. داده قـرار C37° در ساعت 24 مدت

 رشـد از ناشـی کـدورت نظـر از هـالولـه زمان انکوباسیون

 يگردیدند. به محض مشـاهده بررسی شده باکتري تلقیح

 غلظت حداقل عنوان به قبلی لوله لوله، هر در کدورت ایجاد

 کنتـرل لولـه مـورد در .شـد نظـر گرفتـه در مهارکنندگی

باشـد. کافی باکتري می رشد يدهنده نشان کدورت مثبت،

در  شـد، رشد، بررسـی وجود عدم نظر از منفی، کنترل لوله

رو بایـد شـفاف رشدي صورت گیرد و از این  نباید این لوله

 .)15( باشد

، Candida albicansبه منظور بررسی تاثیر پپتیـد بـر 

 PBSسـالین( فسـفات بـافر مقـدار یـک میلـی لیتـر ابتـدا

لیتـري  میلـی نـیم یـک و یک میکروتیـوب ) در=2/7pH؛

از  کمـی مقـدار استریل، آنس با استریل ریخته شد. سپس

 PBSدر محلـول  PDAمحـیط  روي یافته رشد هاينیوکل

 از استفاده با بافر، در قارچ شدن مخلوط مخلوط شد. پس از

 میلـی هر در سلول 1×610معادل نئوبار سوسپانسیونی ملا

 محـیط میکرولیتر 200 لوله . درون هر)16(شد  تهیه لیتر

 متوالی هايشد. غلظت ریخته دکستروز براث سابرو کشت

، 25، 50، 100 (گیاهــان تراریخــت عصــاره پروتئینــی از

در  )میلی لیتر بر میکروگرم 0و  6/1، 12/3و  25/6، 5/12

سوسپانسـیون  از میکرولیتـر 10 اضافه شد. سپس هر لوله

 هـر سلول در 1×610با تراکم Candida albicansسلولی 

شـیکردار  انکوباتور ها درگردید. لوله اضافه آن به لیتر میلی

˚C 25 سـاعت  24 مـدت بـه دقیقـه در دور 150 سرعت با

 رشـد میـزان انکوباسیون، زمان طی از پس شدند. گذاشته

Candida albicans هـا چاهـک کـدورت تعیـین اساس بر

 شد. این آزمایش در سه تکرار صورت گرفت. ارزیابی

 دیسک از استفاده با آگار در انتشار

عصـاره پروتئینـی گیاهـان  مقاومـت سـنجش به منظور

 هـا و قـارچحـاوي پپتیـد ضـد میکروبـی در برابـر بـاکتري

Candida albicans بـا اسـتفاده از دیفیوژن  روش دیسک از

 Clinical ، طبق دستورالعمل (Kirby-Bauer)ش کربی بائررو
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and Laboratory Standards Institute (CLSI)  ــر روي ب

هـاي در آغـاز، دیسـک .محیط مولر هینتون آگار انجام شد 

گردیدنـد.  اشباع پروتئینی هاي عصاره توسط )mm5بلانک (

عصـاره پروتئینـی  حـاوي دیسـک یک آزمایش سري هر در

 منفـی کنتـرل عنوان به تراریخت با غلظت مذکورگیاه غیر 

، پنـی )µg 10جنتامایسـین ( بیوتیـکآنتى از شد. برده بکار

 جلوگیرى به منظور) µg 10تتراسایکلین ( )µg 20سیلین (

میکروگرمـی  25 فلوکونازول هايدیسک  ها ورشد باکتري از

رشـد  هاى عدمهاله ىمقایسه به هدف مهار رشد قارچ جهت

 CLSIوان کنتــرل مثبــت بــر اســاس دســتورالعمل عنــ هبــ

 5اسـتفاده  مـورد هاىهر یک از دیسک گردید. قطر استفاده

هاي رشـد انـدازه گیـري شـده متر بود که از قطر هالهمیلی

ها در سه تکـرار صـورت کسر گردید. هر یک از این آزمایش

گیري صورت گرفت. به منظور بررسی اثر میانگین   گرفت و

(بافر فسفات) دیسک حاوي حلال نیـز  ده حلالممانعت کنن

 مورد بررسی قرار گرفت.

براي بررسی فعالیـت  آگار هینتون مولر کشت از محیط

از  میکرولیتــر100ضــد باکتریــایی اســتفاده شــد. مقــدار 

 cfu/ml 810میکروبی نیم مک فارلند داراى  سوسپانسیون

 اسـتریل ايپنبـه با سوآپ و کشت ریخته شد محیط روى

 محیط سطح در یکنواخت به صورت باکتري پانسیونسوس

هـاي عصـاره از شده تهیه هايدیسک سپس. گردید پخش

 کشـت محیط سطح در پنس استریل از استفاده مختلف با

 انکوباتور در ساعت 24مدت  براي هاپلیت داده شدند. قرار

˚C 37 رشـد عـدم هـايهالـه قطر سپس .شدند نگهداري 

 .)17(گردید  گزارش مربوطه میانگین و گیرياندازه

 این نیز در Candida albicansبراي بررسی مقاومت به 

محـیط کشـت  محتـوي هايپلیت سازي آماده از پس روش

PDA از سوسپانسیون تهیـه شـده بـا  میکرولیتر 500 مقدار

 از شـد. بعـد تلقـیح مذکور هايسلول به پلیت 1×610تراکم

اره پروتئینـی عصـ بـه آغشته هايدیسک دقیقه، 20 گذشت

) µg 10( فلوکونـازول هايگیاهان تراریخت به همراه دیسک

 24ها براي شد. پلیت داده ها قرارپلیت روي عنوان کنترله ب

 رشد عدم هاله قطر ساعت در انکوباتور قرار گرفتند و سپس

 .)18(شاهد اندازه گیري شد  با مقایسه در

 آنالیز آماري

گیري میانگینرت گرفتند و تکرار صو 3ها با تمامی آزمایش
) با ANOVAآنالیز واریانس یک سویه ( صورت گرفت.

به روش چند  و مقایسه میانگین SAS9.1استفاده از نرم افزار 
 داري مربوطه انجام شد.اي دانکن در سطوح معنیدامنه

 هایافته
هاي ي پپتید در ناقلهسازي ژن کد کنندهمسانه

pUC19  وpGSA1285 

هاي ي پپتید امیگانان به کمک روشدهژن کد کنن
و  pUC19سازي هاي همسانهمهندسی ژنتیک در ناقل

هاي از روش سازي گردید.همسانه pGSA1285بیانی 
PCR سازي و هضم آنزیمی براي اطمینان از همسانه

امیگانان در ناقل بیانی استفاده شد. صحیح پپتید 
 و SacIهاي مآنزیهضم آنزیمی ناقل با الکتروفورز محصول 

BamHI ، جفت بازي را نشان داد  130یک قطعه در حدود
. این موضوع که با اندازه مورد انتظار هماهنگی داشت

را در این ناقل نشان امیگانان صحت همسانه سازي پپتید 
 .)2(شکل  داد

 تراریخت گیاهان بررسی

 پس از انجام تراریزش و انتقال سازه حاوي ژن کدکننده

هـاي برگـی هایی از کنـاره ریـز نمونـه، جوانهانانپپتید امیگ

هـاي هاي کوچکی از کالوس دوسر میـانگرهتوتون و گیاهچه

ها براي باززایی و تولید سیب زمینی پدیدار شدند. این جوانه

زایـی انتقـال زایـی و سـپس ریشـه، به محیط سـاقهگیاهچه

 تلاش فراوان براي تولیـد غـده ازرغم لیع). 3یافتند (شکل 

گیاهان تراریخت سیب زمینی، متاسفانه هیچ یک از گیاهان 

اي مناسـب بـراي مـاه در گلخانـه غـده 6تراریخت در مدت 

جداسازي پپتید تولید نکردند. با این حال، احتمالا در آینـده 

اي بتوان ریزغده تولید و اثـرات ضـد از گیاهان درون شیشه

هاي مقاوم میکروبی آن را بررسی کرد. پس از تولید گیاهچه

هاي بـه ظـاهر تراریخـت در به کانامایسین، تعدادي گیاهچه
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هاي مولکولی انتخاب شدند. گیاهچهآزمون هر دو گیاه براي

نامیـده  StMBI-xxو  NtMBI-xx هاي این مرحله به اسامی

 XXمعـرف نـام پپتیـد،  MBIشدند که در ایـن نامگـذاري، 

نـام علمـی به ترتیب معـرف  Stو  Ntشماره لاین تراریخت، 

 توتون و سیب زمینی هستند.

 
-MBIالکتروفورز محصول هضم آنزیمی ناقل نوترکیب .2شکل
226 /pGSA1285 هاي برشی با استفاده از آنزیمSacI  و

BamHIها به ترتیب، ناقل هضم نشده و ناقل . شماره چاهک
 bp100: بیانگر سایز مارکر Mدهند. هضم شده را نشان می

به طول  MBI-226ي پپتید کد کننده است. محل قطعه ژن
به صورت یک مثلث توپر در سمت راست  bp 130تقریبی 

 تصویر مشخص شده است.
هاي توتـون گیاهچه برگ از ژنومی DNAپس از استخراج 

گیاهچـه  بـه ظـاهر تراریخـت و یـک نمونـه و سـیب زمینـی

 با آغازگرهاي اختصاصـی PCRغیرتراریخت (کنترل)، آزمون 

ـــــــ ـــــــه س ـــــــوط ب ـــــــی مرب -'MBI_F:5)ازه ژن

TTTCATTTGGAGAGGACACGCT-3'; MBI_R:5'-
CACCAGGGCCAACGCAA -3')  و با توجه بـه موقعیـت

) روي آنها صورت گرفت. آنالیز 1نشستن این آغازگرها (شکل 

PCR ژن هـا، این گیاهان نشان داد که در تعدادي از گیاهچـه

بـه  ي پپتید آمیگانان وارد ژنوم گیاهان شده اسـت،کد کننده

ي بـه طـول حـدود اطوري کـه در گیاهـان تراریخـت قطعـه

bp120 بخـش ي امیگانان به علاوهمعادل طول ژن کدکننده-

هاي از پروموتر و خاتمه دهنده تکثیر گردید. ایـن حـالی بـود 

که در گیاه شاهد هیچ باندي مشاهده نشـد. در ادامـه، از بـین 

شدند. بـراي گیاهان تراریخت، تعدادي گیاه به تصادف انتخاب 

-NtMBI-02  ،NtMBI-04 ،NtMBIتوتون گیاهـان تراریخـت

07  ،NtMBI-09  ،NtMBI-10  ،NtMBI-13  و بـراي سـیب

-StMBIو  StMBI-01 ،StMBI-03زمینی گیاهان تراریخـت 

 به همراه شاهدهاي مربوطه انتخاب شدند. 05

 

 
رتیب از چپ به راست نشان دهنده ) ردیف بالا به تAیب زمینی پس از تراریزش. . مراحل تهیه ریز نمونه، تشکیل جوانه و باززایی توتون و س3شکل

ردیف پائین به ترتیب از چپ به  B)ها وگیاه کامل تراریخت درمحیط داراي آنتی بیوتیک قطعات برگ توتون تلقیح شده با اگروباکتریوم، ظهور جوانه
 با اگروباکتریوم، ظهور کالوس وگیاه کامل تراریخت درمحیط داراي آنتی بیوتیک.ي قطعات میانگره سیب زمینی تلقیح شده راست نشان دهنده
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 هاي تراریخت.ها و سیب زمینی) مربوط به عصاره پروتئینی توتونMIC. حداقل غلظت بازدارندگی (1جدول 

 لاین تراریخت باکتري بیماریزا
E.coli P.aeruginosa S. typhi S. aureus B. cereus S.epidermis  

30 30 60 60 60> 60> NtMBI-02 
60> 60> 60> 60> 60> 60> NtMBI-04 
60 30 60> 60> 60> 30 NtMBI-07 
30 60 60> 60> 60> 60> NtMBI-09 
60> 30 60> 60> 60> 60> NtMBI-10 
30 30 60 60 60> 30> NtMBI-13 

- - - - - - NtMBI-Ut 
50 30 60> 60> 60> 50 StMBI-01 
50> 60> 60> 60> 60> 50> StMBI-03 
25> 60> 60> 60> 25> 50> StMBI-05 

- - - - - - StMBI-Ut 
Ut1اعداد بر حسب . : گیاه شاهد غیر تراریخت-µgml اندبیان شده  

 
 ارزیابی فعالیت ضد میکروبی پپتید آمیگانان

پروتئینـی  عصـاره از غلظتى بازدارندگى، غلظت حداقل

 هـابـاکترى رشـد درصـد از 90 میـزان بـه بتواند است که

غلظـت  حـداقل از بررسـی حاصـل نتـایج کنـد. جلوگیرى

هـاي یهـا و سـیب زمینـتوتـون هـاىارهعصـ بازدارنـدگى

نتـایج ایـن  .اسـت شـده داده نشـان 1 جدول در تراریخت

در  بازدارندگى غلظت حداقلبخش از مطالعه نشان داد که 

بود. در حـالی  µgml 60-1و  µgml 30-1هاي فاصله غلظت

که عصاره پروتئینی گیاه غیر تراریخت مانع رشد هیچ یک 

-برخی از داده: 1 عه نشد (جدولهاي مورد مطالياز باکتر

بـراي مقایسـه اقتبـاس شـده  9منبـع هاي این جـدول از 

 ).است

شـود، بـراي مشـاهد مـی 1طوري کـه از جـدول  همان

 Salmonela typhi  ،Bacillus cereusکنترل رشد بـاکتري 

به غلظت بیشتري از پپتید نیاز  Staphylococcus aureusو 

یخـت، حـداقل غلظـت است. صـرف نظـر از نـوع گیـاه ترار

بـود. بـه نظـر  µgml  60-1، هـابازدارندگی براي این باکتري

هاي گرم منفی بـه غلظـت رسد که براي کنترل میکروبمی

اي از مواقع نیاز باشد. در بین گیاهان توتـون کمتري در پاره

و از بـــین  NtMBI-13و  NtMBI-02تراریخـــت، دو گیـــاه 

ــاه  ــت دو گی ــی تراریخ ــیب زمین ــان س  و StMBI-01گیاه

StMBI-05 ز قدرت مهار کنندگی بیشتري علیه دو باکتريا 

E.coli  وPseudomonas aeruginosa  ـــد برخـــوردار بودن

 Staphylococcusهـاي گـرم مثبـت ). در باکتري1(جدول 

aureus  ــابه ــان تراریخــت مش ــی گیاه ــر عصــاره پروتئین اث

Salmonella typhi  بود، اما درBacillus cereus در غلظـت 

هـاي بـالاتر اصلی نیز اثر بازدارندگی مشاهده نشد و غلظـت

 1عصاره مورد بررسی قرار نگرفت. همچنـین نتـایج جـدول 

هاي مختلـف بـه غلظـت یکسـان يدهند که باکترنشان می

دهنـد. اگرچـه یک گیاه تراریخت واکنش متفاوتی نشان می

هـاي به دلیل محدویت در تولید عصاره امکان بررسی غلظت

رسد کـه ها فراهم نشد، اما به نظر میي علیه میکروببیشتر

گیاهان تراریخت سیب زمینی پپتید بیشتري در مقایسـه بـا 

کننـد. بـا ایـن حـال، ایـن گیاهان توتون تراریخت تولید می

 موضوع نیاز به بررسی بیشتري دارد.

 دیسک از استفاده با آگار در انتشار

 از اسـتفاده بـا آگـار در انتشـار آزمـون از حاصل نتایج

 هاله قطر بیشترین E.coliکه در باکتري  نشان داد دیسک

عصاره پروتئینی گیاه توتون تراریخـت  مربوط به رشد مهار

NtMBI-07 لایـن تراریخـت  و پس از آنNtMBI-13  بـه

-میلـی   14و  15هاي با قطر تقریبی ترتیب با ایجاد هاله

ه اثـر متري بود. دیسک حاوي حلال بافر فسفات هیچ گونـ

اي هـا نداشـت و هالـهگی بـر رشـد بـاکتريممانعت کنند

ه تشکیل نگردید. در مقابل، دیسک حاوي آنتی بیوتیـک بـ

عنوان کنترل مثبت در مقایسه با تمام تیمارهـا بیشـترین 

 قطر هاله را ایجاد کرد.
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 Salmonellaبـر روي  NtMBI-13مهارکنندگی گیـاه 

typhi متـري میلـی 18 به قطري با ایجاد هاله مهار کننده

هــاي گــرم مثبــت قابــل توجــه بــود. در بررســی بــاکتري

Staphylococcus aureus  وBacillus cereus  ــرین کمت

هــاي گیــاهی توتــون قطــر هالــه در تیمــار تمــامی عصــاره

تقریبا هـیچ اثـر  Bacillus cereusویژه در ه مشاهده شد، ب

اره اي نداشتند. این در حـالی بـود کـه عصـممانعت کننده

هاي تراریخت اثر مهارکنندگی قوي پروتئینی سیب زمینی

 هاي تراریخت داشتند.تري در مقایسه با توتون

ها به ها تاثیر پپتید روي رشد میکروبمقایسه میانگین

و  NtMBI-07روش دانکن نشان داد کـه عصـاره دو گیـاه 

NtMBI-13 01/0(داري معنی کنندگیاثر مهارP<(  نسبت

 (جدول شاهد غیر تراریخت داشتند انگیاه به عصاره سایر

بـراي مقایسـه  9منبـع هاي این جدول از برخی از داده: 2

. همــین موضــوع در مــورد گیاهــان )اقتبــاس شــده اســت

تراریخت سیب زمینی در مقایسه با شاهد وجود داشت. به 

طور کلی، نتایج این بخش از مطالعه نشـان داد کـه تـاثیر 

هاي گرم منفی بـیش از باکتري عصاره گیاهان تراریخت بر

 باکتري گرم مثبت بود.

 
 .شاهد و ختیترارو سیب زمینی  توتونهاي لاین ینیپروتئ يها باعصاره ماریت در هايباکتر رشد عدم هاله قطر نیانگیم .2 جدول

هاي بیماریزامیکروب  لاین/آنتی بیوتیک 

E.coli P.aeruginosa S. typhi S. aureus B. cereus S.epidermis  

5/·± 3/15  5/1 6±/13  5/± 66/5  11/± 86/0  0 15/0± 13/11  NtMBI-07 
1/·± 3/14  0±20  5/ · ± 6/18  1/ · ± 41/0  0 40/0± 93/8  NtMBI-13 

0 0 0 0 0 0 NtMBI-Ut 
5/·± 3/14  6/ ·6±/11  4/ ·6±/10  6/ ·6±/16  0 4/0± 03/14  StMBI-01 
1/·± 6/13  5/±1 15  0 6/ ·6±/31  0 0 StMBI-05    

0 0 0 0 0 0 StMBI-Ut 
2±0/30  5/±1 30  - - - - Gentamicin(10µg) 

-  2±0/29  32±0  20±0  32±9/24  Cefotaxime(30µg) 

 
 Candidaارزیابی اثر ضد قارچی پپتید امیگانان بر 

albicans 
هاي توتـون در مطالعه حاضر اثر عصاره پروتئینی لاین

مورد  Candida albicansاریخت بر قارچ و سیب زمینی تر

مشـاهده  4طوري کـه در شـکل  بررسی قرار گرفت. همان

شود، بیشترین قطر مهار کنندگی در تیمـار بـا عصـاره می

 NtMBI-07و سپس  NtMBI-02پروتئینی لاین تراریخت 

میلی متر مشاهده شد. همچنین  7/5و  6به ترتیب با قطر 

ــن  ــا  NtMBI-09لای ــی 3ب ــرمیل ــاثیر را در  مت ــرین ت کمت

جلوگیري از رشد قارچ از خود نشان داد. مقایسه میـانگین 

هاي مربوط به هاله عدم رشد روش دانکـن نشـان داد داده

بـین عصـاره  )<05/0P(داري که هیچ گونه اختلاف معنـی

ــارچ  ــار ق ــت در مه ــان تراریخ  Candida albicansگیاه

ل با قطـر ، در صورتی که فلوکونازو)4مشاهده نشد (شکل 

) >01/0P(داري اختلاف معنی مترمیلی 17هاله عدم رشد 

 با تیمارهاي مورد آزمون نشان داد.

 
پس از  Candida albicans. قطرهاله عدم رشد قارچ 4شکل 

هاي توتون تراریخت حاوي پپتید تیمار با عصاره پروتئینی لاین
 .امیگانان
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ــن ــی لای ــاثیر عصــاره پروتئین ــاري ت ــايبررســی آم  ه

 Candida albicansبر مهـار قـارچ  تراریخت سیب زمینی

ها از نظر تاثیر در جلوگیري از رشد لاین نشان داد که بین

). 5وجود دارد (شـکل ) >01/0P(داري قارچ اختلاف معنی

حداکثر قطر هاله عـدم رشـد مربـوط بـه لایـن تراریخـت 

StMBI-05  متر و کمترین قطـر هالـه عـدم میلی 7با قطر

متـر بـود. در میلی 8/1با  StMBI-03بوط به لاین رشد مر

تمام تکرارهاي تیمار شاهد هیچ گونـه هالـه عـدم رشـدي 

 مشاهده نشد.
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پس از  Candida albicans. قطرهاله عدم رشد قارچ 5شکل 

هاي سیب زمینی تراریخت حاوي تیمار با عصاره پروتئینی لاین
 .پپتید امیگانان

 

 گیريبحث و نتیجه
هــاي ضــد میکروبــی در ي پپتیــدن کدکننــدهانتقــال ژ

ــروتئین ــد پ ــراي تولی ــی ب ــان، روش ــدهاي گیاه ــا و پپتی ه

ضدمیکروبی است که ضمن جداسـازي آنهـا بـراي مصـارف 

هـاي دارویی، سبب ایجاد مقاومت به طیف وسیعی از پاتوژن

شــوند. بــراي مثــال، مطالعــات متعــددي بیــان گیــاهی مــی

در  sacrotoxinو  cecropinپپتیدهاي ضد میکروبـی ماننـد، 

) و پپتیـد 19( سیب زمینی MsrA3توتون و گوجه فرنگی ، 

) را 20( در ســـیب زمینـــی cecropin-melittinکایمریــک 

انـد. در تمــام ایـن قبیـل مطالعـات، گیاهــان گـزارش کـرده

تراریخت نسبت به گیاهان غیر تراریخـت، افـزایش مقاومـت 

انـد. بـراي مثـال، ها نشان دادهقابل توجهی نسبت به پاتوژن

در گوجــه فرنگــی ســبب  SP1بیــان پپتیــد ضــد میکروبــی 

مقاومت به باکتري پاتوژن گیاهی زانتومونـاس کامپسـتریس 

)Xanthomonas campestris ( در مقایسه با گیاه شاهد شـد

). به علاوه، بدرحداد و همکاران بـا بیـان ایـن پپتیـد در 21(

ئینـی توتون و سنجش خـواص ضـد میکروبـی عصـاره پروت

زاي گیاهی به این هاي بیماريگیاهان تراریخت علیه باکتري

زاي هـاي بیمـارينتیجه رسیدند کـه توقـف رشـد بـاکتري

هاي کمتري از عصـاره پروتئینـی گیاهـان گیاهی در غلظت

افتـد هاي انسانی اتفـاق مـیتراریخت در مقایسه با میکروب

)9.( 

ا در هــهـاي کـاتیونی، از جملـه امیگانـاناغلـب پپتیـد

هـاي شرایط آزمایشگاهی فعالیت قابل توجهی علیه پاتوژن

). اگرچـه، 22دهنـد (زا و مقاوم از خود نشـان مـیبیماري

مکانســیم دقیــق عمــل پپتیــدهاي ضــدمیکروبی چنــدان 

رسد که نحوه عمـل اولیـه مشخص نیست، ولی به نظر می

هاي گرم منفی به هاي خانواده امیگانان روي باکتريپپتید

هـاي ی اثر پپتید بر غشاء سیتوپلاسمی و در بـاکتريتوانای

گرم مثبت و مخمر به دپولاریزه کردن غشاء و مهار سـنتز 

). 23ها و در نهایت مرگ سلول مرتبط است (ماکرومولکول

ها به رو به زمان بیشتري براي ایجاد مقاومت باکترياز این

-پپتیدهاي ضد میکروبی نیاز است، زیرا براي ظهور سـویه

هاي مهم و تاثیرگـذاري در سـاختار و اي مقاوم به جهشه

ها نیاز است تـا آنهـا را از گزنـد ایـن عملکرد غشاء باکتري

 ).23،24دارد ( پپتیدها در امان نگه

در ایــن تحقیــق تــاتیر پپتیــد امیگانــان روي بــاکتري 

E.coli ســادر و همکــاران نیــز 1دار بــود (جــدول معنــی .(

باکتري  1437میگانان را علیه فعالیت ضد میکروبی پپتید ا

بـراي  MICمخمر مورد بررسی قرار دادنـد. میـزان  214و 

) که با نتایج 25بود ( µgml 32-1در حدود  E.coliباکتري 

این مطالعه مشابه بود. با این حال، در تعـدادي از گیاهـان 

 بـالاتر از MICتوتـون و سـیب زمینـی، میـزان ت ختراری

1-µgml60 دهد که میزان پپتیـد شان میبود. این موضوع ن

تولیدي در برخی از گیاهان تراریخت در مقایسـه بـا سـایر 
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-هاي تراریخت کمتر بود. این موضوع از این نظر مـیلاین

تواند حائز اهمیت باشد که میزان فعالیت پپتید بـا میـزان 

هــاي دوز مصـرفی آن در ارتبـاط اســت. در مـورد بـاکتري

Salmonella typhi ،Staphylococcus aureus  و بـه ویـژه

Bacillus cereus  میـزا نMIC  آسـتانه بـالاتري را نشـان

داد. بــراي مثــال، ســادر و همکــاران بــا اســتفاده از پپتیــد 

 Staphylococcusرا بـراي بـاکتري  MICامیگانان میـزان 

aureus 1-µgml 16  گزارش نمودند که اثر مهـار کننـدگی

دهـد. ه نشـان مـیتري را نسبت به نتایج ایـن مطالعـقوي

را در  MICهمچنــین بــراي بــاکتري ســودوموناس میــزان 

گزارش کردنـد کـه اثـر مهـار کننـدگی  µgml  64-1حدود

هاي تراریخت این مطالعـه نشـان کمتري را نسبت به لاین

توانـد بـه دهد. یکی از دلایل ایـن اخـتلاف نتـایج، مـیمی

بـه  تفاوت شرایط متفاوت انجام آزمون ارتباط داشته باشد.

علاوه استفاده از پپتید خالص در بررسی سادر و همکـاران 

در مقایسه با استفاده از عصاره پروتئینی در تحقیق حاضـر 

 تواند منجر به نتایج متفاوتی شود.هم می

میکروبـی سد که پپتید این مطالعه فعالیت ربه نظر می

 امیگانـان)وك لآنـابیشتري از پپتید ایندولیسیدین (نوعی 

اشـد. بـراي مثـال، سوبالاکشـمی و همکـاران اثـر داشته ب

ــر  ــد ایندولیســیدین را ب ــدگی پپتی بررســی  E.coliبازدارن

نمودند. نتایج این مطالعه همانند نتایج این تحقیـق نشـان 

 µgml  50-1توانــد در غلظــتداد کــه ایندولیســیدین مــی

 µgml-1(شـود  oliE.cدرصدي باکتري  90-84سبب مهار 

50=MIC (ــ ــه در مقایس ــاک ــن  µgml  30 =MIC-1ه ب ای

وضـوح کمتـر از ه مطالعه میزان فعالیت ایندولیسـیدین بـ

،  Bacillus cereus). در مـورد بـاکتري 26امیگانان است (

بـود کـه در  µgml 60-1این مطالعـه بـیش از  MICمقدار 

 ) از میـزان تـاثیرµgml 16=MIC-1برابر کمتـر ( 4حدود 

 ).25ایندولیسیدین بر همین باکتري بود (

هاي در مورد تاثیر یکسان ایـن پپتیـد روي اگرچه گزارش

گروه باکتري هاي گرم مثبت و گرم منفی وجـود دارد،  هر دو

رسد که پپتید امیگانان بیـان شـده در به طور کلی، به نظر می

گیاهــان تراریخــت ایــن مطالعــه، تــاثیر چنــدانی در مهــار دو 

 Staphylococcusو  Bacillus cereusبــاکتري گــرم مثبــت 

aureus  با این حال چون پپتید 2و  1نداشته باشند (جدول .(

هاي گیاهی در پروتئین کل این مطالعه همراه با سایر پروتئین

ــا  وجــود دارد و خــالص نیســت، ممکــن اســت در مقایســه ب

از  In vitroپپتیدهاي مصنوعی، فعالیـت متفـاوتی در محـیط 

تریـایی علیـه خود نشان دهد. به عـلاوه، تفـاوت اثـر ضـد باک

-تـوان در مکانیسـمهاي گرم منفی و گرم مثبت را میباکتري

هـاي هاي متفاوت عمل آنها در برابر پپتیدها اسـت. مکانیسـم

هـا ممکـن اسـت شـامل تخریـب کامـل مقاومت در بـاکتري

پپتیدهاي ضد میکروبی بـا عمـل پروتئـولیز، حـذف و بیـرون 

انتقـال فعـال راندن پپتیدهاي ضد میکروبی از سلول از طریق 

ــوگیري از تعامــل  ــراي جل و تغییــر ســاختار ســطح ســلول ب

). براي مثـال، 27باشد (پپتیدهاي ضد میکروبی با اجزا سلولی 

سـبب  Staphylococcus aureusپروتئازهاي درون سلولی در 

). همچنــین بــاکتري 28شــوند (مــی LL-37تخریــب پپتیــد 

Staphylococcus aureus ــزایش کاروتنو ــق اف ــد و از طری ئی

افزایش اسید چرب در غشاء خود سبب کاهش حساسـیت بـه 

پپتیدهاي ضد میکروبـی و افـزایش سـختی دیـواره سـلول و 

). بـا ایـن حـال، در 29گردد (کاهش ورود پپتیدها به غشا می

-بررسـیها و پپتید این مطالعـه، بـه مورد نحوه عمل امیگانان

 بیشتري در این زمینه نیاز است. هاي

نتایج این تحقیق نشان داد کـه بـا بیـان به طور کلی، 

-مـی  یک پپتید امیگانان در گیاهان توتون و سیب زمینی

 هاي بیماریزاي انسانی در محـیطتوان مانع از رشد باکتري

تـوان آزمایشگاهی شد. در صورت فراهم شدن شـرایط مـی

هاي این پپتید را خالص سازي کرد و از آن در فرمولاسیون

علاوه، چون ایـن قبیـل پپتیـدها  ود. بهدارویی استفاده نم

عامـل  Propionibacterium acnesقادر به کنترل باکتري 

میکروبی آن علیه ایـن  آکنه هستند، لذا بررسی اثرات ضد

تواند بسیار حائز اهمیت باشد. همچنین با بیان باکتري می
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هاي مهندسی ژنتیـک در این قبیل پپتیدها به کمک روش

تــوان گیاهــان تراریخــت مقــاوم بــه گیاهــان زراعــی، مــی

زاي گیاهی تولید نمود که دیگر نیازي بیمارگرهاي بیماري

 به استفاده از سموم شیمیایی براي کنترل آنها نباشد.

 تشکر و قدردانی
مرکـز تحقیقـات  این پژوهش به کمک حمایـت مـالی

داروهاي گیاهی رازي، دانشگاه علـوم پزشـکی لرسـتان در 

 200 /20366/94ی بـه شـماره قالب یـک طـرح تحقیقـات

پژوهشگران این تحقیق مراتب وسیله به این صورت گرفت. 

مـالی بـه عمـل  کننـدهتشکر و قدردانی خود را از حمایت 

 آورند.می
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Abstract 

Background: Antimicrobial peptides are one of the vital components of innate immunity in plants 
and animals. The identification and introduction of novel and effective peptide molecules to plants 
is a cost-effective way both to improve the resistance of crop plant species to pathogens, and to 
produce peptides for pharmaceutical applications by using recombinant DNA technology. 
Material and Methods: An expression construct containing the omiganan (MBI-226) 
antimicrobial gene sequence was cloned and used for tobacco and potato Agrobacterium 
tumefaciens-mediated transformation. Following tissue culture, Polymerase chain reaction analysis 
(PCR) confirmed that some kanamycin resistant plants are transgenic. A number of transgenic 
plants, along with a non-transgenic control, were selected. Total protein was extracted from the 
transgenic plants, and the non-transgenic control, and was used for antimicrobial activity assay 
against some human pathogens, including; Escherchia coli, Staphylococcus epidermis, 
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Candida 
albicans using the disc diffusion method. 
Results: Total protein extract from transgenic plants was significantly (P<0.05) able to inhibit the 
majority of bacteria growth, whereas non-transgenic total protein extract did not inhibit human 
pathogens growth. There was a significant difference (P<0.05) between transgenic lines with 
respect to omiganan peptide activity. In contrary to gram-negative bacteria, omiganan peptide did 
not have a significant effect (P>0.05) on human gram-positive pathogenic bacteria. 
Conclusion: The total protein from the omiganan-expressing peptide had a strong antibacterial 
activity against some human bacterial pathogens. By expression and purification of the omiganan 
peptide, the peptide could be used as an antibiotic to destroy pathogenic bacteria. This approach 
could open an opportunity to produce antibacterial peptides in plants for pharmaceutical 
applications. 
Keywords: Antimicrobial peptides, Agrobacterium tumefaciens, Pathogen, Recombinant protein, 
Tobacco. 
*Citation: Nazarian Firouzabadi F, Badrhadad A, Sheikhian A. The cloning and in planta expression of an 
omiganan antimicrobial peptide in tobacco and potato plants to control human bacterial pathogens growth. 
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