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 31/2/97پذیرش مقاله:             14/1/97 دریافت مقاله: 

 :پپتیدهاي ضد میکروبـی، بخـش  ست.هاي نوترکیب در گیاهان اراهکاري مناسب براي تولید پروتئین هاي موئینکشت ریشه مقدمه
وي و اثـرات سـمی محـدود رفعالیـت انتخـابی دقیـق  شـوند.حیاتی و مهم از سیستم پاسخ ایمنی ذاتی همه موجودات زنده محسوب می

هـاي دارویـی هـا در معضـل مقاومتبیوتیکدیداهاي مناسبی براي جایگزینی آنتی، پپتیدهاي ضد میکروبی را به کانپستانداران هايسلول
هاي مـوئین گیـاه توتـون و بررسـی در ریشـه B1 بدل ساخته است. هدف از تحقیق حاضر، تولید پپتید ضد میکروبی نوترکیب درماسپتین

 اثرات ضد باکتریایی آن بود.
 درماسپتین  يتوالی کدکننده ها:مواد و روشB1  هاي مـوئین توسـط تولیـد ریشـه و بـرايشـد در یک ناقل بیانی همسـانه سـازي

Agrobacterium rhizogenes  .هاي تکنیکبا استفاده از به توتون منتقل گردیدPCR  وRT-PCR ر دو بیـان آن  ژنتـرانس، به ترتیـب انتقـال
و  Enterococcus faecium، Enterococcus faecalisهـاي علیه باکتريئین نوترکیب هاي موئین بررسی شد. فعالیت ضد باکتریایی این پروتریشه

Escherichia coli مورد ارزیابی قرار گرفت. هاي مختلف پروتئین کل،غلظت در 

 هـاي نشـان داد کـه غلظتضد میکروبـی  . نتایج آزمونهاي موئین تراریخت اثبات شدحضور سامانه ژنی و بیان آن در ریشه: هایافته
 منفی بود.گرم هاي گرم مثبت و روي رشد هر دو گروه باکتري )>05/0P( داريمعنی اثرات ضد میکروبیداراي  کل ف عصاره پروتئینمختل
 ایـن . گردیـداثبات آن تریایی فعالیت ضد باکو شد هاي موئین تولید در ریشهدرماسپتین فیوژن با موفقیت  پپتید گیري:بحث و نتیجه

تـوان بـراي تولیـد و هاي مـوئین میبنابراین از ریشه؛ باشدها میپپتید نوترکیب داراي خواص درمانی در کنترل پاتوژندهد نتایج نشان می
 هاي نوترکیب ارزشمند با کاربردهاي دارویی استفاده کرد.سازي پروتئینخالص
 پپتید ضد میکروبی،  :هاي کلیديواژهAgrobacterium rhizogenesن ژن، بیا، درماسپتین. 
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 مقدمه

ولید تاستفاده از گیاهان به عنوان بیورآکتور براي بیان، 

هاي خارجی در تحقیقات پزشـکی، پروتئین سازيخالصو 

صنعتی و کشـاورزي مـورد توجـه ویـژه اسـت. از مزایـایی 

ایمن و  -1توان به ها در گیاهان میي سنتز پروتئینعمده

انجــام  -3زیــاد و  تولیــد در مقیــاس -2 اقتصــادي بــودن،

. )1(اشاره نمـود  پستاندارانتغییرات پس از ترجمه مشابه 

ها طــی فرآینــد القــاي ترشــح پــروتئین از ریشــهتولیــد و 

هاي موئین، تکنولوژي جدیدي است کـه مبتنـی بـر ریشه

 . ریشـه)2،3(هاي نوترکیب در گیاهان است تولید پروتئین

م با بـاکتري گـرهاي گیاهی موئین از آلوده کردن ریزنمونه

قابل تولیـد  Agrobacterium rhizogenesمنفی و خاکزي 

هـاي مولـد قادر اسـت ژن A. rhizogenesisاست. باکتري 

) rol )Root oncogenic loci هـايهورمـون اکسـین و ژن

 Riروي پلاسـمید  ي موجود بـر T-DNAدر ناحیهموجود 

هاي میزبــان وارد نمــوده و باعــث در ژنــوم ســلولخــود را 

 هاي تراریخته شود.فزایش تولید هورمون اکسین در سلولا

ــلول ــتی در س ــاي رشــد نئوبلاس ــا الق ــب ب ــدین ترتی ها، ب

هاي موئین بصورت نابجا و در نزدیکـی جایگـاه ورود ریشه

 يDNA فنـاوريبا استفاده از . )4( دنشومی باکتري تولید

امکـان وارد کـردن تـوالی یـک ژن مشـخص در نوترکیب 

ل ، انتقـااگروباکتریوم رایزوژنز Ri پلاسمید T-DNAناحیه 

بـه مـوئین وجـود دارد.  هايو بیان ژن خـارجی در ریشـه

در محـیط کشـت  HRsسهولت تولید و رشد سـریع  دلیل

 فاقد هورمون، هزینه کم، پایداري ژنتیکـی و بیوشـیمیایی

هـا، در طول دوره کشت و عدم امکـان آلـودگی بـه پاتوژن

ي هـاین براي تولیـد پروتئینهاي موئسیستم کشت ریشه

 نسـیل بـالقوهو ترکیبات با ارزش دارویی داراي پتا خارجی

بیان پروتئین هاي مرسوم مثل روشجهت جایگزین کردن 

ن اپسـتاندار هايسلولو کشت میزبان میکروبی، مخمر در 

 .)6،5( باشدمی

ــه ــت ریش ــون  هايسیســتم کش ــاه توت ــوئین در گی م

)Nicotiana tabacum L. عنـوان یـک سیسـتم بیـان ) به

ــد  ــراي تولی ــدل، ب ــابی م ــارجی پروتئینو ارزی ــاي خ و ه

 ها، پپتیدهاي ضد میکروبیباديترکیبات دارویی مثل آنتی

)AMPs( القـاء  هاي ثانویه مـورد توجـه اسـت.و متابولیت

 در توتون و تولید در مقیاس زیاد بـه سـادگیریشه موئین 

صـورت طبیعـی هب ،وتونگیاه تاز طرفی  بوده وامکان پذیر 

گیاهی غیر خـوراکی اسـت و  زیرا توتون استزیست ایمن 

بکارگیري آن با حداقل ریسک آلودگی در زنجیـره غـذایی 

 بـار براي اولـین که. از این رو پس از آن)7،5( همراه است

ریشــه سیسـتم نوترکیــب بـا موفقیــت در  IgG1 پـروتئین

 يیب دیگرهاي نوترکالقاي بیان پروتئینموئین تولید شد، 

و  آلکـالین فسـفاتاز انسـانی ها، فاکتورهاي رشد،مثل آنزیم

صـورت ریشـه مـوئین کشـت  در پپتیدهاي ضد میکروبـی

ز ابرابـر بیشـتر  5تـا  3 پروتئین بـینگرفت و بعضاً تولید 

هــاي مــورد اســتفاده و ســایر روش تولیــد در گیــاه کامــل

 .)8(گزارش شد 

و حفـظ  کهاي کوچپروتئین میکروبیپپتیدهایی ضد 

ت ربصـواسید آمینه) که  50طول کمتر از هبشده هستند (

و  موجودات زنده بوده جزئی از مکانیسم دفاع ذاتی طبیعی

ــات،  جملــه مختلــف از توســط موجــودات گیاهــان، حیوان

 شـوند. اغلـب ایـن ترکیبـاتتولید میخزندگان و حشرات 

هاي ضد میکروبـی علیـه اي از فعالیتداراي طیف گسترده

هـا هـا و ویروسهاي گرم مثبت و گرم منفـی، قارچريباکت

شـامل  AMPsمکانیسم اثرات ضد میکروبی  .)9(باشند می

کنش بــا بــار منفــی غشــاي متعامــل پپتیــد بواســطه بــره

ــه  ــذ در آن اســت کــه منجــر ب ــی و تشــکیل مناف میکروب

نشت سیتوپلاسمی، کشندگی زیستی  دپولاریزاسیون غشا،

 گرددمیومولکول داخل سلولی آسیب به سنتز ماکر و گاهاً

اسـت  ینا AMPsمنحصر به فرد  یژگیواز  یکی. )11،10(

و  یاهـانگ يو غشـاها مهـاجم یکروبـیم يغشاها ینب که

بصـورت  به همین علـت میزبان، تفاوت قائل شده یواناتح
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وجـود  یاحتمـال کمـرو  از ایـن نمایند.گزینشی عمل می

تیدها در مقایسه با این پپمقاوم در برابر  يهایهدارد که سو

پپتیدهاي  .)12( دنکن یدامتداول ظهور پ ياهیوتیکبیآنت

بـه ضد میکروبی بـه عنـوان عناصـر بـا ارزش بیولـوژیکی 

بکـار گرفتـه براي محافظـت از محصـولات زراعـی فراوانی 

ــن پپتیــدهاي کوچــک  .)13( اندشــده در حــال حاضــر ای

یـدي پپت هـايبیوتیکآنتیعنوان نسل جدیدي بـه نـام به

ــات ــراي ســلامت انســان و حیوان هــاي و درمــان بیماري ب

را  AMPs یـن،عـلاوه بـر ا. )14( مطـرح هسـتندمیکروبی 

بر اساس اصـول  یشگاهیآزما یطدر شرا یتوان به راحتیم

و بـا اهـداف خاصـی نظیـر درك دقیـق  یـدهاپپت ینگمدل

هـا در و یا مطالعه کارکرد آن یتبهبود فعالمکانیسم عمل، 

 .)5،15(داد ییـر تغشـی بـا شـرکاي فیـوژنی جوحالت هم

سطوح پایـداري و تجمـع پپتیـدها بـراي بهبـود عملکـرد 

هاي ضد میکروبی طی حمله پاتوژن ضروري است. واکنش

 هضمبه  AMPsبواسطه اندازه کوچک و وزن مولکولی کم، 

یک پپتید ضد میکروبـی  یوژنفحساس هستند. ازي پروتئ

 يبـرا مـؤثر يسـتراتژا یـکنوان عبهجوشی با شرکاي هم

ــردن ــداري ک ــد،پپت پای ــزا ی ــت  یشاف ــع آن و حفاظ تجم

شـود. یمحسـوب م یتیـکپروتئول یهاز تجز ییمحصول نها

بـر  حاصـل AMPsاثرات کشـنده  بر توانیمین علاوه بر ا

محققـین  .)17،16(نمـود غلبه نیز  یزبانم هايسلول يرو

متعدد ضمن تحقیقات مختلف به مطالعـه تولیـد پپتیـد و 

هاي هـا در کشـت ریشـهررسی خواص ضـد میکروبـی آنب

 توان به تولیـداند. از جمله این مطالعات میموئین پرداخته

هاي ضدمیکروبی نوترکیـب تائومـاتین، پپتید آمیزموفقیت

کشت ریشه موئین توتـون اشـاره  در MAP30رنالکسین و 

 ).5،8( نمود

بـه یک پپتید ضد میکروبـی کـاتیونی  B1 درماسپتین

اسـت کـه  هااسید آمینه از خـانواده درماسـپتین 31طول 

هلیکسی و از ترشحات پوستی قورباغـه -داراي ساختار آلفا

)Phylomedusa bicolor .جداســـازي شـــده اســـت (

 قســمتدر  18تــا  1 موجــود در جایگــاه هــاياســیدآمینه

 یمسـئول اصـل عمـدتاً، پپتید ترمینال-Nپاتیک سر یآمف

. نتـایج )18(هسـتند  هـایندرماسـپت یکروبیقدرت ضد م

در  درماسـپتین آزمایش سـنجش فعالیـت ضـد میکروبـی

نشان داده است که این پپتید داراي اثرات  in vitroشرایط 

، مختلـفهـاي ضد میکروبی طیف گسـترده علیـه پـاتوژن

 .)19(است  یوکاریوتی هايسلولبدون اثرات سمی بر 

این پژوهش بـراي اولـین بـار و بـا هـدف تولیـد یـک 

زیر واحـد کاتالیتیـک تئین فیوژن نوترکیب متشکل از پرو

و یـک دمـین متصـل  B1پپتید ضد میکروبی درماسپتین 

و فعالیت بیان هاي موئین توتون در ریشه شونده به کیتین

در هاي گرم مثبـت و منفـی علیه باکتريآن ضد میکروبی 

 .مورد ارزیابی قرار گرفت in vitro شرایط

 هامواد و روش

 هاباکتریایی و ناقلهاي سویه

 DH5αســـویه  Escherichia coliهـــاي از باکتري

عنوان میزبان و بـراي تکثیـر سـامانه ژنـی و از بـاکتري به

Agrobacterium rhizogenes  سویهATCC15834  بـراي

هاي موئین استفاده شد. گیاه توتون و القاي ریشه تراریزش

از  پروتئینـییی عصـاره جهت بررسی فعالیت ضـد باکتریـا

ــاي (باکتري  ATCC25922 (E. coli ،Enterococcusه

)LUB93101 (faecalis  وEnterococcus faecium 

)KX185054(  موجود در آزمایشگاه بیوتکنولوژي مهندسی

ژنتیک دانشکده کشاورزي استفاده شد. همچنـین از ناقـل 

pCR2.1 TOPO ســیلین بــه داراي ژن مقاومــت بــه آمپی

، pGSA1285ي و از ناقـل دوگانـه سازعنوان ناقل همسانه

و ژن  کلـم گـل موزائیک ویروس  35S (3x)داراي پیش بر

عنوان ناقـل بیـانی بـراي انتقـال کل بهمقاومت به کلرامفنی

 .سامانه ژنی به گیاه استفاده شد

و  CBD/DermB1طراحی و سـنتز سـامانه ژنـی 

 pGSA1285ناقل بیانی  همسانه سازي در
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 B1د میکروبـی درماسـپتین توالی متناظر با پپتید ضـ

)DermB1 ( پایگـــاه ازUniprot  ـــه شـــماره دسترســـی ب

P80282 ي پپتیـد کد کننده استخراج گردید. قطعه توالی

اي بـه تـوالی کـد جفت باز به صورت ترجمـه 93به طول 

برنج (به شـماره  I به کیتین کیتیناز اتصالدمین  يکننده

در سـر ) به همراه سـیگنال پپتیـد آن X54367دسترسی 

N-  و بـا رعایـت چهـارچوب خـوانش بـاز (ترمینالORF( 

شـد. کـل تـوالی بـر  جفت باز متصـل 347به طول  جمعاً

بهینه سـازي شـد. همچنـین  اساس ترجیح کدونی توتون

هـاي برشـی جایگاه جهت تسهیل همسـانه سـازي، تـوالی

و توالی جایگـاه  5َ' در سر NcoI هاي برشیمربوط به آنزیم

. ســامانه ژنــی ندشــد طراحــی 3�َ' ســردر  BamHIبرشــی 

ــادا بصــورت  Eurofinsطراحــی شــده توســط شــرکت  کان

سـازي همسانه pCR2.1-TOPO مصنوعی سنتز و در ناقل

 ).الف،1(شکل  تولید شد pCR/CBD-DermB1و ناقل 

 pCR/CBD-DermB1نــانوگرم از ناقــل  10مقــدار  

 هايسـلولحاوي سامانه ژنی به روش الکتروپوراسیون بـه 

انتقال داده شد.  DH5αسویه  E. coliشده  تري مستعدباک

واجـد  LBهاي ترانسفورم شده روي محـیط کشـتباکتري

) بصــورت mg/l 50( ســیلینگزینشــگر آمپی بیوتیــکآنتی

ال شـدند. اسـتخراج کشت و غرب C 37° شبانه و در دماي

شـرکت (هاي منتخب با استفاده از کیت پلاسمید از پرگنه

Thermo Fisher (سازي با اسـتفاده  جام گرفت و همسانهان

) توسـط آغازگرهـاي PCRاي پلیمـراز (از واکنش زنجیـره

 ).1شد (جدول  تأییداختصاصی و هضم آنزیمی 

 مراز.اي پلی. آغازگرهاي واکنش زنجیره1جدول 

 )ºC(دماي اتصال )bpقطعه (طول  )ꞌ3-ꞌ5توالی ( نام آغازگر
Derb1-F TGTAGTAGCAATGGCAGTAGTC 300 58 
Derb1-R ATTGTGAAATTGTATCGGCAACAGC 
rolC-F CTCCTGAATCAAACTCGTC 630 53 rolC-R TGCTTCGAGTTTGGGTA 

 
 (الف)

 
 (ب)

هاي موئین. (الف) توالی نوکلئوتیدي . توالی نوکلئوتیدي و شماتیک سامانه ژنی طراحی شده براي بیان در سیستم کشت ریشه1شکل 

هاي شروع : حروف کدونORF) در قالب یک DermB1( B1)، لینکر و پپتید درماسپتین CBDین اتصال به کیتین ()، دمSPپپتید نشانه (

)ATG) و خاتمه (TAAهاست. (ب) شماتیک سامانه ژنی از مشخص شده محل جایگاه برشی آنزیم ) به شکل بزرگ و خطوط زیر توالی

حاوي ژن  II: نئومایسین فسفوترانسفراز NPTII: پیش بر نوسکاپین سنتاز، pGSA/CBD-DerB1 .NOS-Proپلاسمید بیانی  T-DNAناحیه 

-SP-CBD-Linker: پیش بر موزاییک کلم توتون، CaMV35S-Pro: خاتمه دهنده مانوپین سنتاز، MAS-Terمقاومت به کانامایسین، 

DermB1) توالی سامانه فیوژن نوترکیب متشکل از سیگنال پپتید :SPدمین اتصال به کیتین ( )، توالی کد کنندهCBD توالی لینکر و ،(

 : خاتمه دهنده اکتوپین سنتازOscو  B1توالی کد کننده پپتید درماسپتین 
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ســـازي ســـامانه در ناقـــل بیـــانی، منظور همسانهبـــه

 PCR/CBD-DermB1 ناقــل و pGSA1285پلاســمیدهاي 

بـرش داده  BamHI و NcoIهـاي بصورت جداگانه با آنزیم

مورد نظر حاصل از هضم آنزیمی از روي ژل شدند. قطعات 

ــارز  شــدند، ســپس قطعــات  ســازيخالصدرصــد  5/1آگ

DNAي CBD-DermB1 ز آنـزیم و قطعه ژنی با استفاده ا

T4 Ligase ه ناقـل خطـی شـده ب طی واکنش هم جوشی

pGSA1285 پلاسـمید نوترکیـب بـا اسـتفاده از . وارد شد

 E. coliمسـتعد شـده  هايسـلولروش شوك حرارتی بـه 

 PCRواکـنش سازي با اسـتفاده از همسانه انتقال داده شد.

ــه روي کلونی ــد یافت ــاي رش ــیط ه ــاوي در مح ــت ح کش

بـر ) و هضـم آنزیمـی mg/l 30بیوتیک کلرامفنیکـل (نتیآ

 قرار گرفـت. در تأییدورد روي پلاسمیدها استخراج شده م

ــوان  ــه عن ــل ب ــن ناق ــت ای  pGSA/CBD-DermB1نهای

ــذاري ــا روش  )ب ،1(شــکل نامگ ــه و ب ــیون ب الکتروپوراس

ــزمســتعد شــده  هايســلول ــاکتریوم رایزوژن ســویه  اگروب

ATCC15834 سـازي  منتقل شد. صـحت تـوالی همسـانه

لی شده در ناقل بیانی با ارسال نمونه پلاسمیدي بـراي تـوا

 قرار گرفت. تأییدیابی، مورد 

 مواد گیاهی

ــذ ــون ورب ــم N. tabacum( توت از مرکــز  Xanthi) رق

تهیـه ) گرگـانقات و آموزش توتون تیرتاش (اسـتان تحقی

 ولـه اپنـدورفلبـذر توتـون بـه  mg 500 مقـدارابتدا  شد.

درصـد بصـورت  70ثانیه با اتانـل  60-30مدت هو ب انتقال

دقیقـه  10مـدت هب در مرحله بعد. سطحی ضد عفونی شد

 5سـدیم هیپوکلریـد  μl 450شـامل  محلول μl 1400 در

ــک قطــره  آب  μl 950و  Triton X-100 10%درصــد، ی

 ند.مقطر استریل غوطه ور و همراه با تکان ضـدعفونی شـد

 ، بـذرهامقطر اسـتریل آب بابعد از چندین مرتبه شستشو 

تا کاملاً خشک شـوند.  ندکاغذ صافی قرار داده شد بر روي

 MSمحیط کشت پایه  هاي حاويبذور درون شیشهکشت 

 ) =8/5pH(درصــد آگـار  8/0درصــد سـاکارز و  3حـاوي 

بـا شـرایط  کشـت اتـاقها به شیشهصورت گرفت و  )20(

سـاعت  8نـور و سـاعت  16با دوره نـوري و  C° 25ي دما

 تاریکی منتقل شدند.

 A. rhizogenes با تراریزش ژنتیکی توتون

ــه ــون،ب ــی توت ــیون ژنتیک ــدا منظور ترانسفورماس  ابت

ـــاکتریوم رایزوژ ـــزآگروب ـــویه  ن ) داراي 15834ATCC(س

مایع LB کشت  محیطدر  pGSA-CBD-DerB1 پلاسمید

)g/l 10  ،ــون  ســدیم g/l 10عصــاره مخمــر و  g/l 5تریپت

ــاوي آنتی ــد) ح ــک ریفامپکلری ــین (بیوتی  ) وmg/l 50س

سـاعت  48مدت و به ) کشت شدندmg/l 30کلرامفنیکل (

-شـیکر یـکدر شـرایط تـاریکی درون  و C° 28در دماي 

. ندقـرار داده شـد دور در دقیقـه 120با سـرعت  انکوباتور

ــت ــاکتري ( هايکش ــا 600OD=1ب ــانتریفوژ، ب ــط س ) توس

) C 4°دقیقـه ( 10مـدت دور در دقیقـه به 1800 سـرعت

ري . پس از حذف روشناور، رسوب باکتندشد گذاريرسوب

مایع تازه حل گردید. سپس سوسپانسـیون  MSدر محیط 

شد  دماي اتاق قرار داده آرام در تکانساعت، با  4به مدت 

تهیـه  جهـت و آمـاده تلقـیح شـود. برسد 600OD=1ا به ت

 توتـون ايهفتـه 6-8هاي هـاي گیاهچـهگبـرریزنمونه از 

 )مربـع مترسانتی(در ابعاد یک  هایزنمونهگردید. ر استفاده

 رایزوژنـز آگروبـاکتریوم بـاکتري تلقـیح مایع درونبرش و 
 دقیقه تکان داده شدند. 10 به مدتمنتقل و 

کاغـذ صـافی سـترون به بـاکتري روي هاي آلوده برگ

 MSکشتی حـاوي محیط هم بر رويخشک شدند، سپس 

بیوتیـک در تـاریکی در بدون تنظیم کننـده رشـد و آنتـی

ریـز  ،روز 3 گذشـتقرار داده شدند. بعـد از  C 25° دماي

ــه ــابی نمون ــه محــیط کشــت انتخ ــاوي ها ب ــه،  MSح پای

ــین (بیوتیکآنتی ــاي کانامایس ــیم اوت) و سفmg/l 50ه کس

)mg/l 300هاي مـوئین ریشـه )، به ترتیب جهت گـزینش

ــه ــور  تراریخت ــا ظه ــل شــدند و ت ــاکتري، منتق و حــذف ب

محـیط انتخـابی  هفته یـک بـار در 2اي موئین هر هشهری

هاي موئین اولیه (طول واکشت شدند. بعد از تشکیل ریشه
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بـرش و بـه محـیط ها ها از پایـه)، ریشـهcm 5-4تقریبی 

 ،شدند. جهت تکثیر و تولیـد بیـومس کـافیجدید منتقل 

محیط کشت جدید واکشت  درهفته یک بار  3ها هر ریشه

تلقـیح  وسـیلهبه) نیـز WTهاي موئین شاهد (شدند. ریشه

(بدون سـامانه  زآگروباکتریوم رایزوژنهاي برگی با ریزنمونه

 .ندژنی) به روش بالا تهیه شد

روش  وسـیلهبههاي موئین تراریخت آنالیز ریشه
PCR 

ژنــومی از  DNA پــس از اطمینــان از حــذف بــاکتري،

 CTABبه کمـک روش  هاي موئین تراریخت و شاهدریشه

 ژنحضــور قطعــه  تأییــدمنظــور ه. بــ)21( اســتخراج شــد

ــــبنوتر ــــنش CBD-DermB1 کی ــــط  PCR، واک توس

ترانس جهت تأیید الحاق  .هاي اختصاصی انجام شدآغازگر

تراریخـت از آغازگرهـاي هاي موئین به ظـاهر در ریشه ژن

Derb1 تولیـد هاي مـوئین ریشـه ).1(جدول  استفاده شد

ریشه مـوئین  هاي القاء کنندهتوان با ردیابی ژنرا می شده

از در این پـژوهش  بررسی نمود. rolCو   rolB،rolAمانند 

القـاي ریشـه  تأییـدبـراي  rolCژن آغازگرهاي اختصاصی 

 PCRواکـنش ات ترکیبـ). 1(جـدول  استفاده شـدموئین 

 x10 ،(μl 5/0بـــــــافر کامـــــــل ( lμ 5/2شـــــــامل 

)mM100(dNTP  ،lμ 75/0  هرکدام از آغازگرهاي رفت و

ــــتی ( ــــزیم  pm 10 ،(lμ 3/0برگش  Taq DNAآن

polymerase )u/μl5 ــــدار  ng/μl 40( DNA( lμ 2) و مق

شد.  رسانده μl 25بود که با آب مقطر به حجم نهایی  الگو

ز با یک چرخـه واسرشـت سـازي اي پلیمراواکنش زنجیره

ــه ــدت ) بهC94°( اولی ــه،  10م ــامل  35دقیق ــه ش چرخ

دقیقه، مرحلـه اتصـال  1مدت ) بهC 94°(واسرشت سازي 

)، C 58°و  53ثانیـه ( 45مـدت آغازگر بـه رشـته الگـو به

) و یک چرخـه C 72°ثانیه ( 60مدت الگو به DNAتکثیر 

 د.دقیقه اجرا ش 10مدت ) بهC72°تکثیر نهایی (

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

-CBDسـامانه نوترکیـب و بررسـی بیـان  تأییـدبراي 

DerB1 اسـتخراج ،RNA تز نو ســپس سـcDNA  صــورت

ي موئین تراریخت و شـاهد، هاریشهگرفت. بدین منظور از 

RNA  با استفاده از روش کلراید لیتیم اسـتخراج شـدکل 

دار استخراجی با الکتروفورز مق RNA. کیفیت سنجی )22(

روي ژل آگـارز و مشـاهده بانـدهاي  RNAمیکرولیتر از  5

28S  18وS rRNA  ــت ــنجی غلظ ــت س ــا  RNAو کمی ب

استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتري صورت گرفت. حـذف 

و عدم  صورت گرفت DNaseIآلودگی ژنومی با تیمار آنزیم 

بـر  )1(جـدول  PCRبا اسـتفاده از واکـنش  DNAحضور 

. سپس سـنتز رشـته اول شد یدتأیاستخراجی  RNAروي 

cDNA  سنتز با استفاده از کیتcDNA ) شرکتThermo 

Fisher( هـايو آغازگر OligodT،  مطـابق بـا دســتورالعمل

در  ژن بیــان تأییــد شــرکت ســازنده انجــام گرفــت. بــراي

   نهـایی حجـم در RT-PCRواکـنش  ،تراریخـت هايریشه

lμ 20 .انجام گرفت 

 ئینهاي موز ریشها کل پروتئینعصاره استخراج 

و  تراریخـتهاي مـوئین از ریشـه پروتئین کـلعصاره 

 و PBS) (mM50بافر پتاسیم فسـفات ( از استفاده شاهد با
7pH=ریشـه مـوئین بافـت  یک گرم ) استخراج شد. مقدار

انتقال داده شـد.  لولهو به   پودر شدازت مایع کاملاً توسط

بــافر )، w/vوزنی/حجمــی ( 1:1بــه هــر نمونــه بــه نســبت 

دقیقه ورتکـس  5-10 به مدتاضافه شد و  PBSاستخراج 

 دقیقـه در دمـاي 30 به مدتها لوله .شدید صورت گرفت

°C 4  دور در دقیقه سانتریفوژ گردید.  13000و با سرعت

جدید انتقـال داده  لولهروشناور حاوي عصاره پروتئینی به 

 )23( بـراد فـورد غلظت عصاره پروتئین کل به روشو  شد

عنوان پروتئین ه) بBSAاستفاده از سرم آلبومین گاوي ( با

ــتاندار ــتاندارد  داس ــی اس ــودار منحن ــیم نم ــت ترس جه

شد. عصـاره پـروتئین بـه منظـور اسـتفاده در  گیرياندازه

 شد. سازيذخیره -C 20°مراحل بعدي در دماي 

 )MICتعیین حداقل غلظت مهار کننده (

از  کـه حـداقل غلظتـیاز  عبارت اسـت MIC شاخص

 .آوردبـاکتري ممانعـت بـه عمـل  جمعیت درصد 99رشد 
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 پـروتئینعصـاره  رشـد مهارکنندگی غلظت تعیین حداقل

میکرودایلوشـن رقت سازي به روش  حاوي پپتید نوترکیب

خانـه  96و تهیه سریال رقت با استفاده از میکروتیتر پلیت 

هـاي سطح شامل غلظت 6. بدین منظور )24( انجام گرفت

ــــم  μg/ml 81/2و  62/5، 25/11، 5/22، 45، 90 در حج

، در مقابل باکتري قرار داده و رشد بـاکتري μl 245نهایی 

هاي مختلـف چاهک براي رقت 6مورد بررسی قرار گرفت. 

در نظر گرفته شد و از چاهک اول که غلظت اولیه پروتئین 

هـاي بعـدي تهیـه شـد. بود سریال رقت μg/ml 90معادل 

ل منفی حـاوي ترکیـب محـیط کنتر عنوانبهیک چاهک 

کنتـرل مثبـت  عنوانبـهکشت و پروتئین و یـک چاهـک 

محیط کشت، در نظر گرفته شـد. سـپس بـه همـه  حاوي

وسپانسیون باکتري با غلظت نیم از س μl 5مقدار  هاچاهک

 24 بـه مـدتاضـافه و  )سلول 5/1×810داراي (فارلند مک

ري این قرار داده شد. براي هر باکت C° 37 ساعت در دماي

 MICمقـدار  آزمایش بصورت جداگانه طراحی و اجرا شـد.

ت ناشـی از کـدوربا مقایسه کیفـی میـزان  پروتئینعصاره 

رشد باکتري مورد بررسی قرار گرفت. بدین صورت کـه بـا 

 عنـوان ت در یک چاهک، چاهک قبلـی بـهکدورمشاهده 

. انتظـار شـد گرفتـه نظـر در همهارکننـد غلظـت حـداقل

 دلیـلکـافی  کدورت مثبت، کنترل اهکچ درکه  رفتمی

 منفـی کنتـرل چاهـک و در باشـدبر رشد کافی بـاکتري 

 باشد. شفافکاملاً  وي صورت نگرفته رشد

 ضد باکتریایی فعالیت ارزیابی

 از اسـتفاده بـا باکتریـایی ضـد فعالیـت سـنجیزیست

به روش ها علیه باکتري کل عصاره پروتئین فعالیت بررسی

دیسک  انتشار دررشد و با استفاده از بررسی هاله ممانعت 

 هايمیکروارگانیسم ابتدا ،. در این روش)25،24( انجام شد

داده  کشـتمایع بصـورت شـبانه   LBنظر در محیط مورد

. سپس در روز انجام آزمایش مجدداً یک کشت تـازه شدند

از  lμ 60برسـد. مقـدار  nm600OD=4/0 تـاصورت گرفـت 

 واتـوکلا LB حـیط کشـتم ml 60بـه کشت تازه باکتري 

افزوده و در پتري دیـش  بود آمده پایین آن دماي کهشده 

 از تکـرار). بعـد 3معـادل  دیش پتري 3شد (تعداد تقسیم 

قـرار داده شـده و روي آن  هاکشت، دیسـکمحیط  بستن

ـــروتئین  از μg/ml 90و  60، 30ســـه ســـطح غلظـــت  پ

 ،رشـد بـاکتريبراي  شد. ها اضافهاستخراج شده به دیسک

قـرار  C 37° دمـايسـاعت در  18به مدت  هادیش پتري

 مشاهده هالـه با پروتئین میکروبی فعالیت ضد داده شدند.

هاي میـانگین قطـر هالـه گیريانـدازهرشد باکتري و  عدم

بررسی گردید. در هر تکرار  هاایجاد شده در اطراف دیسک

به عنوان کنترل مثبـت و یـک  بیوتیکآنتیاز یک دیسک 

هاي موئین غیر مار شده با عصاره پروتئینی ریشهدیسک تی

 به عنوان کنترل منفی استفاده شد.ریخت ترا

 آنالیز آماري

آزمــایش بصــورت فاکتوریــل بــر اســاس طــرح کــاملاً 

ها و تجزیه و تحلیل داده تکرار انجام گرفت. 3تصادفی و با 

اي اساس آزمـون چنـد دامنـه انجام مقایسات میانگین (بر

  با اسـتفاده از نـرم افـزار) 05/0سطح احتمال دانکن و در 

23  SPSS رسم نمودارها با استفاده از نرم افـزار اکسـل  و

 انجام گرفت.

 هایافته
در  CBD-DermB1سازي سـامانه ژنـی صحت همسانه

و هضـم آنزیمـی  PCRبا واکـنش  pGSA1285ناقل بیانی 

همانطور کـه  شد. تأیید BamHIو  NcoIهاي توسط آنزیم

-pGSA/CBDشـود، هضـم ناقـل مشـاهده می 2کل در ش

DermB1  منجر بـه تولیـد دو قطعـهDNA  شـده اسـت و

جفت باز مطابق با انتظـار بـا  350اي به طول حدود قطعه

تـوان نتیجـه گرفـت بنابراین می؛ ي یکسان بودطول قطعه

ي ژنی به درستی همسانه سـازي شـده اسـت و که سامانه

 .ي انتقال به توتون استآماده

 هاي موئین تراریختهریشه تأیید

روز بعـد از انتقـال بـه  10هاي موئین در حـدود ریشه

هاي تلقـیح بیوتیـک بـر روي ریزنمونـهمحیط حـاوي آنتی
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روع به ظهور کردند (شـکل شده با سوسپانسیون باکتري ش

مثـل هـاي اختصاصـی هاي مـوئین داراي ویژگی). ریشه3

همـراه بـا انشـعابات  گراییزمینسریع و بدون تمایل رشد 

و بـا توجـه بـه ایـن مشخصـات از  هسـتند جانبی فراوانی

طـول  کـه یزمـان شـوند.هاي معمولی تمیـز داده میریشه

رسـید از پایـه  cm 5-4هاي موئین بطور تقریبی بـه ریشه

جدا و به محیط جدید انتقـال داده شـدند. بـراي تکثیـر و 

تبـه و بـا مر 4تـا  3هاي مـوئین تولید مقادیر کافی، ریشـه

 و هفته یک بار به محیط جدیـد واکشـت شـدند 3فواصل 

 .هاي ریز تشکیل دادنداي در هم تنیده از ریشهتوده

از  بردارينسـخه تأییـد براي اثبـات انتقـال ژنتیکـی و

ــی ــه ترتیــب از روش ســامانه ژن ــاي ب  RT-PCRو  PCRه

نمـایش داده شـده  4استفاده شد که نتـایج آن در شـکل 

با اسـتفاده از  rolC و B1 نیدرماسپتهاي است. حضور ژن

اســتخراج شــده از  DNA بــر رويآغازگرهــاي اختصاصــی 

واکـنش  وسـیلهبهاهر تراریخـت هـاي مـوئین بـه ظـریشه

اي بـه قطعـه مشـاهدهرسـید.  تأییـدمراز به اي پلیزنجیره

بـاز نشـان داد کـه سـامانه ژنـی جفـت  300 طول حـدود

اي مـوئین وارد شـده هم ریشـهدر ژنونوترکیب با موفقیت 

است. همچنین مشاهده قطعه تکثیر شده به طول تقریبـی 

هاي ریشـه آمیزموفقیـتجفت باز نشان دهنده القاي  630

  واکـنشموئین توسط آگروبـاکتریوم رایزوژنـز بـود. نتـایج 

RT-PCR جفت 300 به طول تقریبی نیز تکثیر یک قطعه 

ــاز را نشــان داد و بــدین ترتیــب  ســطح بیــان موفــق در ب

. شـایان ذکـر اسـت کـه در رسـید تأییـدبه ترانسکریپتوم 

 cDNAو  DNAبـــــروي  RT-PCRو  PCRواکـــــنش 

 ايقطعــههــیچ گونــه  ،هاي مــوئین غیــر تراریخــتریشــه

 مشاهده نشد.

 
-pGSA/CBDسازي سامانه ژنی در ناقل همسانه تأیید. 2شکل 

DermB1 هاي ستفاده از هضم آنزیمی توسط آنزیمبا اNcoI  و

BamHI چاهک .M نشانگر :kb 1 پلاسمید بدون 1، چاهک :

هاي نوترکیب مثبت و کلنی 3و  2 يهاهضم آنزیمی و چاهک

 جفت بازي 350خروج قطعه مورد انتظار 

 
. هاي موئینکشتی، ظهور و تکثیر ریشه. مراحل هم3شکل 

هاي برگی بعد از تلقیح با سوسپانسیون (الف) انتقال ریزنمونه

هایی موئین در کشتی، (ب) ظهور ریشهیط همباکتري به مح

انتخابی کانامایسین و (ج) تکثیر  بیوتیکآنتیمحیط حاوي 

 هاي موئینانبوه ریشه
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 (ج)              (ب)        (الف)       

ئین با استفاده از آغازگرهاي هاي موتراریختی و بیان سامانه ژنی در ریشه تأیید، RT-PCRو  PCR. نتایج الکتروفورز محصول 4شکل 

، (ب) نتایج آنالیز bp300 ژنومی و مشاهده قطعه مورد انتظار در حدود  DNAروي  PCR. (الف) الکتروفورز محصول rolC اختصاصی و ژن 

PCR تراریختی با استفاده از آغازگرهاي ژن  تأییدrolC  و مشاهده قطعه مورد انتظار در حدودbp 630 محصول  و (ج) الکتروفورزRT-

PCR  بیان ژن با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی روي  تأییدوcDNA  و مشاهده باند bp300 .چاهک  مورد انتظار:M  نشانگر مولکولی

100bp  یاkb 1 + چاهک ،Cکنترل مثبت (پلاسمید)، چاهک :-C هاي مثبت (در شکل الف و نمونه 3تا  1 هايچاهک: کنترل منفی (آب) و

 هاي غیر تراریخت: ریشهwtهاي معمولی و : ریشهwiبه عنوان الگو استفاده شده است).  cDNAدر شکل ج از  و DNAب از 

 

 حداقل غلظت مهار کننده

خانـه، حـداقل  96سـازي در پلیـت در آزمایشات رقت

 بر رويهاي مختلف عصاره پروتئین غلظت بازدارنده غلظت

آزمـایش نتـایج ایـن  طبـقباکتري تعیـین شـد.  گونهسه 

 بـاکتري عصاره پروتئینی مربوط بـه MICبیشترین میزان 

ثبـت  MIC بـود. مقـدار g/mlμ 90 اشریشیاکلی با غلظـت

 غلظـتگـرم مثبـت انتروکـوك  بـاکتريهر دو  شده براي

g/mlμ 45  بـا توجـه بـه ایـن نتـایج  بـود.عصاره پروتئینی

مشخص شد که مقدار غلظـت بیشـتري از پـروتئین بـراي 

در مقایسـه بـا دو  اشریشـیاکلیرم منفـی مهار بـاکتري گـ

شـایان  مورد نیاز است. E. faecium و E. faecalisباکتري 

 ،ذکر است که عصاره پروتئین ریشه موئین غیـر تراریخـت

روي هیچ یـک از سـه بـاکتري مـورد باثر بازدارندگی رشد 

، محیط درون چاهک کنترل منفی بصـورت مطالعه نداشت

ک کنترل مثبت کـدورت کـافی کاملاً شفاف بود و در چاه

 حاصل از رشد باکتري مشاهده شد.

 

 

درماسـپتین  پپتید ضد میکروبی فعالیت ارزیابی

 تراریخت هاي موئین توتوندر ریشه نوترکیب

ــت ــی فعالی ــایش بررس ــی آزم ــد میکروب ــد  ض پپتی

بصورت فاکتوریـل، بـر اسـاس طـرح  درماسپتین نوترکیب

آنـالیز تجزیـه  فـت.تکـرار انجـام گر 3کاملاً تصادفی و بـا 

هـاي مربـوط بـه اثـر ضـد میکروبـی عصـاره واریانس داده

هـا هاي موئین روي باکتريپروتئین استخراج شده از ریشه

داري بـین نشان داد که بـه لحـاظ آمـاري اخـتلاف معنـی

عصاره پروتئینـی بـر روي سـه بـاکتري تیمارهاي مختلف 

ــود دارد  ــایش وج ــورد آزم ــه)>05/0P(م ــایج مقایس  . نت

یانگین (دانکن) حاصل از آزمـایش انتشـار در دیسـک در م

آمده  به دستنمایش داده شده است. طبق نتایج  1نمودار 

هاي بکار رفته و اثر بازدارندگی رشد روي بین سطح غلظت

 کـلتیمار عصاره سه باکتري، رابطه مستقیمی وجود دارد. 

داراي اثر بازدارنـدگی  ،g/mlμ 30 پروتئین نوترکیبحاوي 

 ،با افزایش غلظـتهاي بالاتر بود و تري نسبت به غلظتکم

هاي عـدم رشـد هالـه بیشتر و در نتیجـهاثر مهارکنندگی 

E. faecium 
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بـا  g/mlμ 30 ،E. faecalisیمار . در تبزرگتري مشاهده شد

با قطر  E. coli، بیشترین حساسیت و mm 33/5قطر هاله 

). در 5، کمترین حساسیت را نشان داد (شکل mm 2هاله 

نیز قطر هاله عـدم رشـد در  g/mlμ 90و  60غلظت  هر دو

E. coli  کمتر و درE. faecalis .در ایـن بـین  بیشـتر بـود

بزرگتر  g/mlμ 90قطر هاله عدم رشد تولید شده از غلظت 

هاي پروتئین اسـتفاده از دو غلظت دیگر بود. از بین غلظت

هـاي شده براي سه باکتري، قطر هالـه عـدم رشـد باکتري

E.faecalis  وE. faecium  در غلظتg/mlμ 90  نسبت بـه

(کنترل مثبت) بیشـتر و  gμ 10جنتامایسین  بیوتیکآنتی

در سایر تیمارها این مقدار از قطر هالـه عـدم رشـد ایجـاد 

 بیوتیک کمتر بود. در مجمـوع ایـن نتـایجشده در اثر آنتی

E. faecalis  در غلظــت 33/16بـا قطــر هالـه عــدم رشـد     

g/mlμ 90 و  ین حساسـیتبیشتر باE. coli  بـا قطـر هالـه

کمترین حساسـیت  g/mlμ 30در غلظت  mm 2عدم رشد 

به از نظر میزان اثر بازدارندگی یا طوریکه بها نشان دادند. ر

دیگر میزان حساسیت در هـر سـه غلظـت عصـاره  عبارت

به ترتیب در  E. coliو  E. faecalis ،E. faeciumپروتئین، 

 قرار گرفتند. مجایگاه اول تا سو

 

 
 (ج)    (ب)    (الف)  

 و تراریخت هاي موئین توتونریشه پروتئینی عصاره با تیمار . آزمایش ضد میکروبی عصاره پروتئین حاوي پروتئین نوترکیب در5شکل 

انتروکوکوس فاسیوم.  ، (ب) انتروکوکوس فکالیس و (ج)اشریشیاکلی(الف) باکتري  .رشد در سه نوع باکتري عدم شاهد و تشکیل هاله

) به عنوان کنترل gμ 10بیوتیک جنتامایسین (ز دیسک آنتیدیسک. ااضافه شده به هر  g/mlμبه ترتیب مقادیر بر حسب  90و  60، 30

 .) استفاده شدcontrolاز عصاره پروتئین ریشه موئین غیر تراریخت به عنوان شاهد منفی ( g/mlμ 90مثبت و دیسک حاوي 

 

 
شده در نتیجه  يریگاندازههاي عدم رشد میانگین قطر هاله .1نمودار 

عصاره پروتئین حاوي پروتئین  g/mlμ 90و  60، 30 هايغلظت

 .Eو  E. faecium ،E. faecalis درماسپتین نوترکیب روي سه نوع باکتري

coli .GM) جنتامایسین :μ 10 به عنوان کنترل مثبت، مقدار (g/mlμ 90 

ه موئین غیر تراریخت به عنوان کنترل منفی. عصاره پروتئینی ریش

 باشد.میله بار بالاي هر ستون نشان دهنده خطاي معیار می

 گیرينتیجهو بحث 
در پپتیدهاي ضد میکروبی  بیان به تازگی، تمایل براي

گیاهان به دو دلیل اصلی، یعنی نیاز به رویکردهاي جدیـد 

جدید در  هايبیوتیکآنتی در حفاظت از گیاهان و تقاضاي

از جملـه  .پزشکی، به طور قابل توجهی افزایش یافته است

ایـن پپتیـدهاي ضـد میکروبـی منحصر به فرد  يهایژگیو

منـابع را از یـدها پپتهـاي کدکننـده ژن تـواناست که می

مهندسی ژنتیـک  فناورياستخراج و با استفاده از  متفاوت

چی (یـا هاي باکتریایی و قـاربراي مقابله با میکروارگانیسم

هـاي انسـانی و ایجـاد درمـان بیماري هر دو) و به منظـور

 .)27( بکار گرفت گیاهان مقاوم
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رم ارزشـمند، وپلتفـ یـکسیستم کشت ریشه مـوئین 

 هـايپروتئینانـواع  یـدتول يبرا ینهکارآمد، ساده و کم هز

ایجــاد نمــوده اســت و امکــان تجزیــه و تحلیــل  یــبنوترک

نوترکیــب را فــراهم هــاي ســاختاري و عملکــردي پروتئین

 آمیزموفقیـتصورت گرفته از تولید  تحقیقات آورده است.

هاي موئین حاکی از ایـن میکروبی در ریشه پپتیدهاي ضد

ارزیابی براي تولید،  این سیستمتوان از مسئله است که می

 هاي نوترکیـبکارایی پپتیـد ضد میکروبی وسریع فعالیت 

پپتیــد لیــد تو اي کــه بــا هــدفدر مطالعــه .بهــره جســت

ــون صــورت گرفــت،شــهتائومــاتین در ری  هاي مــوئین توت

انتقـال ژنتیکـی دو سـامانه ژنـی حاصـل از  مقایسه نتـایج

شامل پپتید تائوماتین و سامانه پپتید تائوماتین فیوز شـده 

به توالی سیگنال نشانه شبکه آندوپلاسمی، مشـخص شـد 

 تید نشانه براي ترشح تائوماتین ضروري است.پکه حضور پ

هاي ریشـهتولیـد تائومـاتین در  مقـدارنتایج نشان داد که 

در گیـاه تراریخـت بـود  شده تولیدمقادیر بیشتر از  موئین

 فیـوژن پپتیـدبیان موفـق ضمن  و همکاران آلینین. )28(

کـه  گزارش دادند، کشت ریشه موئین توتون در رنالکسین

ي پــاتوژن هــايباکتر علیــهتولیــد شــده پپتیــد نوترکیــب 

 Staphylococcus ومتی گرم مثبت و منفی شـاملمقاچند

aureus ،Streptococcus pyogenes ،E. coli، 

Acinetobacter bauman  ـــویو  Enterococcusهاي هس

بـر  مقاوم به ونکومایسین داراي اثرات ضد میکروبی اسـت.

نالکسـین در ریشـه بیوسـنتز رعنوان شـد کـه این اساس 

 اند ضمن تسـهیلتوموئین و ترشح درون محیط کشت می

پروتئین نوترکیب، جایگزین خوبی براي تولید  سازيخالص

پـروتئین  آمیزموفقیتالقاي بیان  .)5(انبوه این ماده باشد 

از جملـــه  MAP30و ضـــد تومـــور  HIVضـــد ویـــروس 

ریشه مـوئین در )، RIPهاي مهارکننده ریبوزومی (پروتئین

 کـل ینپـروتئ یـلو تحل یـهتجزتوتون گزارش شده است. 

 اثـرات ضـدیختـه ترار ئینمـو يهـایشهاستخراج شده از ر

و  یگرم مثبت و گرم منفـ هاييباکتر علیه يقو یکروبیم

 .)8( نشان داد هاقارچ

ــاران ( ــنکو و همک ــابی 2007یوتوش ــور ارزی ــه منظ ) ب

اطلاعـات کسب  و یشگاهیآزما طیدر محمیکروبی  تیفعال

در مقاومـت  ایجـاد يبـراپپتیدها  ایکه آ نیدر مورد ا هیاول

(بــه نــام  گیاهــان مناســب هســتند از آنــالوگ درماســپتن

MsrA2(  و تمپورینA نتـایج  .سـنتتیک اسـتفاده کردنـد

ي مورد مطالعه بـه و باکتری چقارهاي نشان داد که پاتوژن

) پپتیـدهاي Mμ 25تـا  5/2(بـین  یکرومولارمهاي غلظت

در با توجه به اینکه  ).27سنتتیک حساسیت نشان دادند (

میکروگرم عصاره پروتئین کـل  هايغلظتاز طالعه حاضر م

(نه پپتید خـالص) بـراي ارزیـابی فعالیـت ضـد میکروبـی 

رسد تفاوت در نتایج گزارش شـده استفاده شد، به نظر می

 باشد.هاي مهارکننده، ناشی از این مسئله میمیزان غلظت

شود میزان حساسیت مشاهده می 5همانگونه که در شکل 

نسـبت  ي گرم مثبت و گرم منفی مورد آزمایش،اهباکتري

پپتید  . این مسئله به نحوه عملبه پپتید با هم متفاوت بود

ــه  ــی و البت ــد میکروب ــاي تفاوتض ــاختاره ــواره  يس دی

تحقیقات نشان  .گرددبرمیهاي گرم مثبت و منفی باکتري

هاي گرم منفـی داراي داده است که دیواره سلولی باکتري

نســبت بــه  تريپیچیــدهوده و ســاختار غشــاي دو لایــه بــ

 بـه دسـتاس نتـایج هاي گرم مثبت دارند. بـر اسـباکتري

مشخص شد کـه اثـر ضـد میکروبـی  آمده در این پژوهش

هاي گرم مثبت بیشتر از نوترکیب روي باکتري درماسپتین

 اسـتدرماسپتین جزء پپتیدهاي کـاتیونی گرم منفی بود. 

ــذاري نمی ــدف گ ــی را ه ــده خاص ــه گیرن ــه ک ــد بلک کنن

اي میکروبـی را از هـم هاي ساختاري اصـلی غشـاهویژگی

بـار منفـی  بـا کـاتیونی ایـن پپتیـد. )9(د دهتشخیص می

هاي فسفولیپید غشاهاي میکروبی میانکنش انتخـابی گروه

که موجب تجمع پپتیدهاي ضد میکروبی در سـطح  داشته

ــتلال در  ــب اخ ــذي و موج ــاد مناف ــلولی، ایج ــاي س غش
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اخل در نفوذ پذیري شده و نهایتاً به مـرگ یکپارچگی و تد

 .)12،26(شود سلول منجر می

 باکتریـاییمل دیگر میزان پایداري اثر ضد نکته قابل تأ

ود کــه بــا نگهــداري بــنــی یهــاي مختلــف پروتئدر غلظت

قبـل، مشـابه شـرایط دمـایی  ساعت و در 72ها طی پلیت

همچنان بدون هیچگونه کاهشی در هاله ممانعـت رشـدي 

ها نسـبت بـه AMP یدارياپ همه تیمارها مشاهده شد. در

 میزبـان یـاپاتوژن  يپروتئازهاتوسط  یب پروتئولیتیکتخر

-یـددر طـول تعامـل پپت یکروبـیضـد م اتاثر یجادا يبرا

نتایج مطالعات نشـان داده  )27(است  یاتیح بسیار پاتوژن

و پـاتوژن  يتخریـب پروتئازهـااست کـه درماسـپتین بـه 

با  مدتطولانیانکوباسیون  کهيطوره، بستامقاوم میزبان 

باعث کاهش فعالیت ضـد  ، حتی جوشاندن پپتیدهاپاتوژن

مقاومــت از آنجاکــه  نیهمچنــشــده اســت. ن آنمیکروبــی 

 یکروبی وم يمجدد غشا یها مستلزم طراحیکروارگانیسمم

ــرتغ ــبدر ترک یی ــديل ی ــاء  یپی ــت غش ــور )29(اس ، ظه

 اسـت.سیار غیر محتمل ب AMPs این مقاوم به يهاپاتوژن

 ادامـهبه  هاست کهسال يبرا یدفاع یسممکان ینابطوریکه 

) در ها(قورباغـه تولید کننـده ایـن پپتیـدها يگونهحیات 

 .کندمیکمک  هاپاتوژنانواع  مملو از یطمح

تحقیقات مختلـف اثـرات ضـد میکروبـی آنـالوگ و  در

ی هـاي باکتریـایی و قـارچفیوژن درماسپتین علیـه پاتوژن

طبـق امـا ، )30،27،19(مختلف بـه اثبـات رسـیده اسـت 

 تولیـدزمینـه  در گزارشـی شده، تاکنون انجام هايبررسی

 هايریشـهفیوژن درماسپتین در سیسـتم کشـت  پروتئین

همانگونه که ملاحظـه گردیـد صورت نگرفته است.  موئین

ین نوترکیب در ریشه موئین توتون به درماسپتتولید پپتید 

هـاي مـورد آزمـایش را باکتريرشد  یخوببه رسید و تأیید

هاي سـایر مطالعـات بـود. مهار نمود که در تطابق با یافتـه

 یـانببـر صـحت کـارایی  تأییدآمده ضمن  به دستنتایج 

و ترانسفورماسـیون  يدستورطی فرآیند  AMPs نوترکیب

، اطلاعات با ارزش که پیش نیازي براي اطمینان از ژنتیکی

فمنـد انتقـال ژنتیکـی دائـم در جهـت انجام آزمایشات هد

هاســت را توسـعه مقاومــت گیاهــان زراعـی بــه فیتوپاتوژن

قـوي یـت فعال یرغمعلهمچنان که عنوان شد  .فراهم نمود

 بر روي تأثیراین پپتید  ي،باکتر يغشا روي بر درماسپتین

 .)31(ندارنـد  نپسـتاندارا هايسلول یرسا یا هایتروسیتار

میکروبـی گسـترده  فعالیـت ضـد بنابراین درماسـپتین بـا

بیوتیک امید بخش براي اسـتفاده یک کاندید آنتی تواندیم

نیـاز بـه  ي مصارف پزشکی باشد. با ایـن وجـودتجاري برا

ین پپتید در انجام مطالعات بیشتري جهت تعیین فعالیت ا

 است. يضرور زايماریبي مهم هابرابر میکروارگانیسم

 دانیو قدرتشکر 
یـاري  پـروژهرا در انجـام ایـن  مـاي کـه از کلیه افراد

کمـال تقـدیر و ر کردند خصوصـاً اسـاتید راهنمـا و مشـاو

 .میرا دار سپاسگزاري
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Abstract 

Background: Root hair culture is a valuable system to produce recombinant proteins in planta. 
Antimicrobial peptides (AMPs) are  vital parts of the innate immune response found in almost all 
forms of life. Precise target activity and limited toxicity towards mammalian cells make them 
suitable candidate molecules to combat evolving drug-resistant microorganisms. The aim of the 
present study was to produce a Dermaseptin B1 recombinant antimicrobial peptide in Nicotiana 
tabacum root hair and assess the antibacterial activity of the protein extract from transgenic root 
hairs. 
Materials and Methods: A Dermaseptin B1 encoding gene sequence was C-terminally fused to a 
Chitin Binding Domain (CBD) encoding sequence and cloned in a plant binary vector used for 
Agrobacterium rhizogenes-mediated transformation to generate root hairs in tobacco. Transgenic 
root hairs were produced, and protein extracts were used to assess antimicrobial activity against a 
number of microbes. 
Results: PCR and RT-PCR analysis confirmed the integration of the Dermaseptin B1 gene in a root 
hair cell genome and the presence of Dermaseptin B1 mRNA transcripts, respectively. Recombinant 
protein had a significant (P<0.05) antibacterial effect towards gram-positive and gram-negative 
bacteria. 
Conclusion: Dermaseptine B1 recombinant peptide was successfully produced in tobacco root hair 
cells and its antibacterial effects was confirmed. These results suggest that the recombinant protein 
may have a therapeutic effect to control bacterial pathogens. It can be concluded that root hair cells 
can be used to produce and purify valuable recombinant proteins with pharmaceutical applications. 
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