
 1395، 1، شماره 29جلد                                               )                            مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

114 

پروتئين بررسي خاصيت ضد ميكروبي سازي، ارزيابي بيان و  همسانهطراحي، سنتز، 
 E.coliدر ميزبان) Triticum aestivum(دفنزين گندم

 2مبيني دهكرديمحسن  و3مير آخورلي ندا  ،*2صفاربهناز  ،1مرتضويسيده مريم 

  بيوتكنولوژي ميكروبي ، دانشكده علوم پايه، گروهدانشگاه شهركردشهركرد،  1
  شهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده علوم پايه، گروه ژنتيك 2

  شهركرد، دانشگاه شهركرد، دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژي 3

  25/5/94 :تاريخ پذيرش 11/3/94 :تاريخ دريافت

  چكيده

ي ضد ميكروبي فعاليتهاغني از سيستئين هستند كه  ي گياهي، خانواده اي از پپتيدهاي ضد ميكروبي كاتيوني كوچك ودفنزينها
و بررسي خاصيت )  Triticum aestivum(ژن دفنزين گندم هدف اين مطالعه طراحي، سنتز، همسانه سازي، بيان .وسيعي دارند

بيان  جهت افزايش حلالييت پروتئين و(sumo)ژن سومو توالي ژن دفنزين به همراه . ضد باكتري پروتئين نوتركيب حاصل بود
 - سومو سپس توالي تركيبي . همسانه سازي شد pGHسنتز و در وكتور  ،بهينه سازي شدهتوسط نرم افزارهاي مختلف  ،بيشتر

تحت بيان ژن . منتقل گرديد (E.coli origami)ي باكتريايي سلولهاو به  زير همسانه سازي (+)pET-32aدر ناقل بياني  دفنزين
و وسترن  SDS-PAGEدرجه سانتي گراد صورت گرفت و پروتئين نوتركيب توسط  30اي يك ميلي مولار در دم IPTGالقاي 

آناليز شد و توسط وسترن  SDS-PAGEكيلودالتون روي ژل  38پروتئين نوتركيب، با وزن مولكولي حدود . بلات بررسي شد
ضد باكتريايي مورد  بررسي اثراي پس از برش پروتئين با آنزيم سومو پروتئاز، محصول به دست آمده بر. گرديد تأييدبلات 

و  زانتوموناس آگزونوپوديساثر پروتئين دفنزين گندم نوتركيب بر باكتريهاي بيماريزاي گياهي گرم منفي . استفاده قرار گرفت
،  كلبسيلا پنومونيه،  اشريشيا كولايو گرم مثبت بيماريزاي انساني مانند  و بر باكتريهاي گرم منفيسودوموناس سيرينگه

، زانتوموناس آگزونوپوديس مورد ارزيابي قرار گرفت كه در برابر باكتريهاي باسيلوس سرئوسو  استافيلوكوكوس اورئوس
، دفنزين گندم ويژگي ضد ميكروبيبر اساس  .اثر ضد باكتريايي  از خود  نشان داد باسيلوس سرئوسو  استافيلوكوكوس اورئوس

  .باشد مؤثربه عنوان يك عامل ضد ميكروبي جديد،  اين پپتيد،معرفي در مي تواند اين مطالعه 

  دفنزين گندم، همسانه سازي و بيانپروتئين  پپتيدهاي ضد ميكروبي، :كليدي واژه هاي

 saffar_b@sci.sku.ac.ir :پست الكترونيكي ، 03832324419: تلفن ،سنده مسئولينو* 

  مقدمه
 در برابر حفاظتمند نياز موجودات زنده تمام

توانايي  كه و اعتقاد بر اين است هستند ميكروارگانيسم ها
 ذاتي پاسخ ايمني به ،عفونت شروع براي جلوگيري از آنها
از  گياهان، در ايمني ذاتي ). 24و  9، 3، 2(بستگي دارد هاآن

گياه  ديواره سلولي .افتدمي  دقيقي اتفاق يمكانيسمها طريق
 همچنين عمل مي كند ميكروبي نفوذ براي يمانع به عنوان

جلوگيري مي  مهاجمانفعاليت  از ضد ميكروبي تركيبات
ضد  وسيع يفعاليتها پپتيدهاي ضد ميكروبي ).21(دكنن

 مختلف، از جمله ميكروارگانيسم هاي در برابر ميكروبي
نشان  ويروسهاو ، قارچها، گرم منفي و ي گرم مثبتباكتريها
 هزينه هاي با ،به سرعت اين پپتيدها ).20(ندمي ده

مدت  در در مقادير زيادو ، به راحتي سوخت و ساز كم
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به سرعت طيف گسترده ، سنتز شده عفونت كوتاهي پس از
 روي همطالع ).24(از بين مي برندها را ميكروب اي از

 كه است نشان دادهموجودات زنده و مدلهاي غشايي 
 افزايش نفوذ پذيري ،ضد ميكروبي پپتيدهاي بسياري از

د كه نشواهد نشان مي ده .)4(مي كنند را تحريكغشاء 
پپتيدهاي ضد ميكروبي مي توانند از طريق انواع 

عمل كنند و  ،ءبه جز اختلال در ساختار غشا ،مكانيسمها
ميكروارگانيسم ها كشتار مستقيم از  در دفاع ميزبانشان نقش
 هاياز گروه بخشي به طور عمده . )24( مي رود فراتر

ويژگيهاي اصلي پپتيدهاي ضد ميكروبي بر اساس 
و ) خطي/  حلقوي(آنها و ساختار ) بار خالص(بيوشيميايي 

ي دفنزينها .)15(اند  طبقه بندي شدهآمينو اسيدي تركيب 
باشند  گياهي يك خانواده كوچك از پپتيدهاي دفاعي مي

توسط مندز و همكاران از  1990كه براي اولين بار در سال 
 .)19( هاي گندم و جو جداسازي شدند دانه

ي عملكردي و ويژگيهااين پپتيدها غني از سيستئين بوده و 
ي حشرات و پستانداران دفنزينهاساختماني آنها مشابه 

 45- 54(ي گياهي كوچك بوده دفنزينها). 5( باشد مي
و معمولاً شامل يك پپتيد نشانه در انتهاي آميني ) اسيدآمينه

اين پپتيدها داراي . و يك زنجيره پپتيدي اصلي هستند
كيلودالتون وزن مولكولي  5-7خاصيت بازي هستند و 

ي گياهي دفنزينهابا مقايسه توالي آمينواسيدي . دارند
گونه  10جدا شده از  مختلف و پپتيدهاي مشابه دفنزين

 8گياهي مختلف مشخص شده است كه به طور نسبي 
ي گياهي دفنزينهامكان سيستئين محافظت شده در همه 

جر دهد كه من پل دي سولفيدي مي 4وجود دارد و تشكيل 
كه رسد  به نظر مي .به پايداري دفنزين خواهد شد

هاي سلولي خارجي بيان ي گياهي اساساً در لايهدفنزينها
شوند كه با نقش آنها در خط مقدم دفاع عليه پاتوژنها مي

   .)19(سازگاري دارد

پروتئيني بسيار  يك خانواده  (Sumo)پروتئينهاي سومو
حفاظت شده، موجود در همه يوكاريوتها را تشكيل مي 

ي يوكاريوتي، از سلولهادهند و براي زنده ماندن بسياري از 
ي سلولهاجمله جوانه زدن مخمر، نماتد، مگس ميوه، و 

مهره داران در هنگام رشد، مورد نياز هستند و در 
به تازگي از پروتئين  ).11( پروكاريوتها ديده نمي شوند

 يپروتئينها توليد براي جديد فيوژن يك عنوان سومو به
اين و ثابت شده است كه  است شده استفاده نوتركيب
افزايش . كند مي را بيشتر هدف پروتئين بيان ميزان پروتئين

همچنين  و آن چاپروني خاصيت دليل به بيان توسط سومو
 پروتئين، افزايش كمك به ايجاد تاخوردگي مناسب براي

پروتئين مي  بيولوژيكي فعاليت پروتئين و افزايش حلاليت
  .)13( باشد

پروتئين مورد توجه ي بيان باكتريايي براي توليد سيستمها
هستند، كه توانايي رشد سريع و توليد انبوه از مواد اوليه 

 آنها علاوه بر اين ژنتيك اغلب. جمله است آن ارزان از
 همسانههاي ناقلشناخته شده است و تعداد بسيار زيادي از 
در دسترس  آنها سازي و سويه هاي ميزباني موتانت از

  ).23(است 

مقاومت باكتريايي نسبت  افزايش گستردهامروزه با توجه به 
، نياز به جايگزيني عوامل ضد بيوتيكهابه بسياري از آنتي 

ي گياهي دفنزينها .ميكروبي جديد بيشتر احساس مي شود
عليه طيف به دليل دارا بودن خاصيت ضد ميكروبي 

گسترده اي از قارچها و باكتريهاي گرم مثبت و گرم منفي 
توليد محصولات بيولوژيك نظير  دربيماريزا مي توانند 

قارچ كشهاي گياهي و آنتي بيوتيكها در آينده مورد استفاده 
اي ضد توليد اين پپتيده اينكه با توجه به .قرار گيرند

و زمان طولاني را مي طلبد،  ميكروبي در گياهان هزينه
آنها با استفاده ازتكنيكهاي بيولوژي مولكولي   in vitroبيان
و زمان كمتر و ها با هزينه توليد بيشتر آنتواند براي مي

در . كاربردشان به عنوان آنتي بيوتيكهاي جديد مفيد باشد
يان ژن دفنزين همسانه سازي و بنتيجه اين مطالعه با هدف 

گندم در ميزبان پروكاريوتي و بررسي اثرات ضد باكتريايي 
  .  اين پپتيد انجام شد
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 روشهامواد و 

 عنوان به  E. coli origami در اين پژوهش از باكتري

به عنوان ناقل همسانه pGH پلاسميد از ،ميزبان باكتري
عنوان ناقل بياني در  به  (+) pET-32a و از پلاسميد سازي
 DNA و آنزيم آنزيمهاي محدودالاثر .گرديد استفاده باكتري

T4  از محيط كشت  .دليگاز از شركت فرمنتاز تهيه شدن
جهت و كشت مولر هينتون آگار، لوريا برتاني مايع و جامد 
روشهاي  مولكولي استفاده شده . كشت باكتري استفاده شد

  ).8( در اين پژوهش بر اساس روشهاي استاندارد مي باشد

 توالي :ن، طراحي و همسانه سازيوبهينه سازي كد
  دسترسيبا شماره  )ژن دفنزين گندم( مورد نظرنوكئوتيدي 

Accession N.JQ435849 و توالي نوكلئوتيدي كد كننده 
 Accessionبا شماره دسترسي  پروتئين سومو

N.Q12306.1  از پايگاه داده ايNCBI به  .به دست آمد
ات پروتئين سومو در افزايش رونويسي و بيان، تأثيرعلت 

اين توالي با در نظر . ژن سومو به ژن دفنزين متصل گرديد
و با استفاده از نرم   E.coliي ترجيحي در كدونهاگرفتن 

نرم افزارهاي تحت وب  .افزارهاي تحت وب طراحي شد
نرم افزار شامل، مورد استفاده جهت بهينه سازي كدون، 

 E.coli Codon Usage Analysis2.0 تحت وب
(http://www.faculty.ucr.edu) نرم افزار تحت وب ،

Optimizer (http://www.genoms.uvr.es) توجه به  كه با
گزينه هاي موجود، از طريق تغيير كدونهاي نادر، توالي را 

 Gene scriptكند، نرم افزار تحت وب  بهينه مي
(http://www.gene script.com)  كه توالي بهينه شده در

رم افزار تحت وب كند و ن مرحله قبل را ارزيابي مي
webcutter )(https://www.neb.com/external -

links/nebcutter  كه تعداد برشهاي آنزيمي توالي را بررسي
  . مي كند، بودند

) ژن سومو به همراهژن دفنزين گندم زراعي (توالي تركيبي 
 E.coli Codon Usage Analyzerتحت وببه نرم افزار 

 Geneاز طرفي توالي تركيبي به نرم افزار . داده شد 2.0

script   داده شد تا ميزانCAI  (Codon Adaptation 

Index) محتواي  وGC  و تعدادNegative CIS elements 
با قرار . به دست آيند Negative Repeat elements   و

بهينه  ، optimizerدادن توالي در نرم افزار تخت وب 
 .انجام پذيرفتسازي و اعمال تغييرات توسط نرم افزار 

جفت باز پس از بهينه سازي  477توالي مورد نظر به طول 
شركت (همسانه سازي گرديد  pGHكدون، سنتز و در ناقل 

  . )تكاپو زيست

ناقل  ابتدا: (+)pET32aدر ناقل سازي ژن زيرهمسانه
pGH  در ميزبان باكتريE.coli DH5 αترانسفورم گرديد ، .

در مرحله بعد به منظور جداسازي قطعه مورد نظر به 
ترتيب، استخراج پلاسميد و برش پلاسميد استخراج شده 

صورت  BamHIو  XhoIتوسط آنزيمهاي محدود كننده 
كه شامل ژن سومو به همراه ژن  گرفت و قطعه مورد نظر

استخراج از ژل  توسط كيت دفنزين گندم زراعي مي باشد،
در مرحله بعد . گرديد جدا) شركت بايونير(الكتروفورز
برش داده  آنزيمها نيز توسط همين (+)pET32aپلاسميد 

برش خورده و قطعه مورد  (+)pET32aشد و سپس ناقل  
در نهايت . به هم اتصال يافتند T4Ligaseتوسط آنزيم نظر، 

با تكنيك شوك حرارتي به باكتري الحاق محصول 
origami E.coli صحت همسانه سازي،  ).8( منتقل گرديد

توسط شركت ژن (تعيين توالي  توسط برش آنزيمي و نهايتاً
  . گرديد تأييد) فن آوران

 از بيان، بررسي جهت :القاي بيان و بررسي توليد پروتئين

 آنتي حاوي يپليتها روي كرده رشد شده ترانسفورم يكلنيها

 اين به .شد تهيه شبانه كشت ،بيوتيك آمپي سيلين

 30 حاوي مايع (LB) برتاني لوريا محيط در كلنيهامنظور

 شده تلقيحآمپي سيلين،  بيوتيك آنتي ليتر ميلي در گرم ميلي

 16 براي  rpm150دور و سانتي گراد درجه 37 دماي در و

 به 10 به 1 نسبت به كشت اين سپس. گرفتند قرار ساعت

 در نوري جذب اينكه از پس و اضافه شد بياني كشت محيط

 رسيد، جهت =OD 4/0- 6/0 به نانومتر 600 موج طول



 1395، 1، شماره 29جلد                                               )                            مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

117 

 با  IPTG  (Isopropyl-β-d-thio-galactoside) ، بيان القاي

 اين از و گرديد اضافه كشت محيط به مولار ميلي 1 غلظت

 rpm 150 -100 دور و سانتي گراد درجه 30 دماي در پس
ساعت  16و  6، 4، 2و  ءدر زمانهاي قبل از القا .گرفت قرار

، در شرايط استريل، نمونه هايي هم حجم از ءپس از القا
دقيقه  15به مدت  g5000در  سانتريفيوژمحيط برداشته و با 

 مرحله در .و رسوب داده شدند از محيط جدا كاملاً سلولها
ي باكتريايي حاصل از رسوبهابه منظور حل كردن  بعد،

اضافه  Tris-EDTA) (TEميكروليتر از بافر ليز  500بيان، 
  پالس ،درصد 80 قدرت(  ماوراءصوت امواج تحت و شد

 rpm  10000 در سپس و )سونيكاسيون( گرفت قرار 0/5)
و فاز رويي  .شد سانتريفيوژ "مجددا دقيقه 20 به مدت

جـهت بررسي الگوي پروتئينهاي كل سلول حاوي 
-SDSنظـر جهت الكتروفورز بر روي ژل پروتئـين مـورد 

PAGE 10 زمان بهتريننتايج  به توجه با وبرده شد  درصد 

 image استفاده از نرم افزاربا . دگردي مشخصالقاء  از بعد

jدانسيته نسبي پروتئين بيان شده، روي ژل نيز SDS-

PAGE تعيين براي برادفورد تست همچنين. محاسبه گرديد 

 گاوي سرم آلبومين از آن در كهانجام شد،  پروتئين غلظت

(BSA) پروتئين عنوان به سيناژن، شركت از شده تهيه 

 نوتركيب پروتئين بيان تأييد جهت .گرديد استفاده استاندارد

در روش وسترن بلات، . شد انجام بلات وسترنروش 
 10 ژل رويالقاء  از بعد و قبل پروتئين از مساوي مقدار
 رباف توسط هاپروتئين سپس و شد برده  SDS-PAGE  درصد
مولار و  ميلي 192 مولار،گليسين ميلي 25تريس( انتقالي
و  آمپر ميلي 86  شدت با ساعت 16 طي )درصد 20متانول

 به ژل روي از ميلي آمپر 200ساعت در  2سپس به مدت 

. يافت انتقال PVDF (Poly vinylidene difluoride)غشاي
درصد  Skim milk 5محلول  در گرفتن قرار با PVDF كاغذ
-mouse anti بادي آنتي سپس و شده مسدود ساعت 2 براي

(His)6 peroxidase  بعد. گرديد اضافه 2000  به 1 رقت با 

 Tris مولار، ميلي NaCl 5/0  (شستشو  بافر با كاغذ آن از

 دقيقه 5بار هر و بار 3 )نرمال   HCl 6مولار، ميلي 02/0

 TMB(Tetramethyl پاياني مرحله در. شد داده شستشو

benzidine) پروتئين شناسايي و رنگي باند شدن ظاهر براي 

  .گرديد اضافه نظر مورد

جهت بررسي اثرات ضد  :بررسي اثر ات ضد ميكروبي
پليت محتوي ميكروبي از روش انتشار از ديسك بر روي 
 ،در اين روش. محيط كشت مولر هينتون آگار، استفاده شد

به  (Invitrogen)) سومو پروتئاز( Ulp1آنزيم  پس از اثر
بر روي  سانتي گراد درجه 30در دماي  ساعت 2مدت 

به همراه كنترل پروتئين نوتركيب، محصول برش آنزيمي  
آنتي بيوتيك (و كنترل مثبت ) پروتئين برش نخورده(منفي

ي شاهد در محيط كشت ديسكهابر روي ) آمپي سيلين
زانتوموناس  باكتريهاي بيماريزاي گياهي و گرم منفي

 سودوموناس سيرينگهو   (ATCC51302) آگزونوپوديس
(ATCC11528)  اشريشيا  و باكتريهاي بيماريزاي انساني

 كلبسيلا پنومونيهو  (ATCC35218) كولاي
(ATTC700603) استافيلوكوكوس اورئوسو  گرم منفي  
(ATCC 25922)  باسيلوس سرئوسو (ATCC10987)  

انكوبه شدن در دماي رشد و با يافتند انتقال  گرم مثبت
 عدم رشد در اطراف تشكيل هالهخاص هر باكتري و 

   .پروتئين نوتركيب ارزيابي شد، خاصيت ضد باكتريايي ديسك

  نتايج
توالي  :ن، طراحي و همسانه سازيوبهينه سازي كد

قبل از ) ژن سومو به همراه ژن دفنزين گندم زراعي(تركيبي 
 E.coli Codonبه نرم افزار تحت وب بهينه سازي كدونها 

Usage Analyzer 2.0  ،1شكلكه در  همان طورداده شد ،
فراواني  نشان دهنده تيرهنشان داده شده است رنگ 

بايد  مورد نظر مي باشد كه حتماًكدونهاي نادر در توالي 
در مرحله بعد توالي تركيبي توسط نرم افزار  .تعويض شوند

تغيير يافت و سپس مراحل قبلي  Optimizerتحت وب 
نتايج حاصل از نرم . براي توالي تغيير يافته تكرار شدند

 2 شكلدر  E.coli Codon Usage Analyzer 2.0افزار 
  .اند آورده شده
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 E.coliتوسط سرور  )ب(كدونها از بهينه سازيو بعد )  الف(قبل  نتايج تفسير و بررسي توالي تركيبي سومو و پروتئين گندم زراعي -1 شكل

Codon Usage Analyzer 2.0 . يي از كدونها: سياهرنگTriticum aestivum)كه براي ) گندم زراعيE.coli  كدون نادر محسوب مي شوند و
به صفر رسيده  تيرهبا رنگ  ميزان كدونالف،  شكلدر مقايسه با . ميزان فراواني كدونها را نشان مي دهد :خاكستريرنگ . بهتر است تعويض شوند

  .نشان داده شده است تنها قسمتي از توالي. است
از طرفي توالي تركيبي قبل از بهينه سازي كدونها به نرم 

داده شد، نتايج به قرار زير است و در   Gene scriptافزار 
  : نيز آمده است 2 شكل

بود، كه دربهترين حالت بايد بالاي  CAI =63/0ميزان 
 70تا  30كه بايد بين  GCباشد، ميزان محتواي  80/0

درصد بود و تعداد  76/50درصد باشد كه در اينجا 
Negative CIS elements  وelements Negative Repeat 

نيز بايد مساوي صفر باشد كه در اينجا هم مساوي صفر 
بعد از بهينه سازي كدونها نتايج حاصل از سرور تحت  .بود

نيز  3 شكلر به شرح زير مي باشد و د Gene scriptوب  
تغيير يافت كه مقدار  82/0به  CAIميزان . آمده است

 69/55به  GCمناسبي جهت بيان است، ميزان محتواي 
  .تغيير يافت كه اين مقدار نيز مطلوب مي باشد

 پژوهش اين در: (+)pET32aدر ناقل سازي ژن زيرهمسانه

 محدودالاثر يآنزيمها برش همسانه سازي با صحت

BamHI/XhoI شده همسانه توالي قطعه تعيين و توسط 

    .)4شكل (گرفت  قرار تأييد مورد

  
  ب          الف

 Codon (Adaptation(  CAIميزان) الفGene script. توسط سرورقبل از بهينه سازي كدونها نتايج تفسير و بررسي توالي ژن تركيبي  -2 شكل

Index ميزان محتواي ) ب  است 63/0برابر با  قبل از بهينه سازيGC  مي باشددرصد 76/50برابر با.  

 الف

 ب



 1395، 1، شماره 29جلد                                               )                            مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

119

  
  ب          الف

 )الفGene .script سومو و پروتئين گندم زراعي بعد از بهينه سازي كدونها توسط توسط سرور نتايج تفسير و بررسي توالي تغيير يافته -3 شكل
  .درصد تغيير يافت69/55به  GCميزان محتواي  ) ب. مي رسد 0 /82 بهبعد از بهينه سازي   CAIميزان

  
  ناقل در )دفنزين گندم و سومو(ژن تركيبي حضور ديتأي -4شكل 

pET-32a (+) با برش توسط آنزيمهاي محدود كنندهBamHI 
صحت ) bp477(و اندازه ژن  (+) pET-32a ناقل اندازه..   XhoIو

شركت ( M0311.S ماركر: M. همسانه سازي را تأييد مي كند
  ).فرمنتاس

 
، بيان پروتئين نوتركيب در دماي SDS-PAGEشكل ژل  -5شكل 

نمونه : IPTG  .Bدرجه سانتي گراد و غلظت يك ميلي مولار  30
ساعت بعد از  16و  6، 4، 2هاي پروتئين پروتئيني قبل از القاء و نمونه

  ).شركت فرمنتاس( SM0431ماركر پروتئين  : M  .القاء

هاي پروتئيني نمونه :القاي بيان و بررسي توليد پروتئين
 ژل روي برالقاء ساعت بعد از  16و  6، 4، 2 ،القاء قبل از 

باندهاي مشاهده شده برده شد و SDS- PAGE  درصد 10
  درصد 10 ژل روي مختلف پس از القا، بر در ساعات

SDS- PAGE  ، وزن معادل( دالتون كيلو 38وزن مولكولي 

را براي پروتئين بياني نشان داد و  )نوتركيب پروتئين
 ،سانتي گراد درجه 30 نوتركيب در پروتئين غلظت بيشترين

كه توسط  ).5 شكل(شد  ديده بيان القاي بعد از ساعت 6 در
  ).6 شكل( گرديدتأييدنيز  image jنرم افزار 

  
 6h:نمونه قبل از القاء،  B  .هاي پروتئينينمونه وسترن بلات -7شكل 

ماركر پروتئيني : Mساعت پس از القاء،  6نمونه پروتئين بيان شده 
Spectra Multicolor Broad Range)باند ). شركت ترمو

  .پروتئين نوتركيب با علامت فلش نشان داده شده است

 پروتئين برادفورد نشان داد كه غلظت تست از حاصل نتايج
 محلول ميكروليتر يك در ميكروگرم 486/0 شده بيان كل
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-SDS تأييد باند مشاهده شده در ژل. باشد مي پروتئين

PAGE بلات صورت  وسترن با نتايج حاصل از روش نيز
حدود  در رنگي باند و در روش وسترن بلات گرفت

  ).7شكل (مشاهده شد  دالتون كيلو38

 در رشد عدم هاله بررسي با: بررسي اثر ات ضد ميكروبي
پروتئين  كشي ميكروب آگار، اثر هينتون مولر كشت محيط

زانتوموناس بيماريزاي گياهي  بيان شده بر رشد باكتري
گرم منفي و همچنين بر روي باكتريهاي آگزونوپوديس 

استافيلوكوكوس و  باسيلوس سرئوسبيماريزاي انساني 
  ).8شكل (گرم مثبت، تأييد گرديد اورئوس 

  
  وقله هاي محاسبه شده توسط نرم افزار Excelبرنامه  از استفاده باالقاء  از بعد مختلف يزمانها در پروتئيني ي ها نمونه ستوني نمودار -6شكل

image j. مي باشدالقاء ساعت بعد از  6بيان كه مشخص شده است بيشترين  همان طور.  
  

 
 ب                                             ج                                          الف   

  (ATCC 25922) )، ب Bacillus cereus(ATCC10987) )باكتريهاي الف بر رويكشي پروتئين دفنزين گندم بررسي اثر ميكروب -8 شكل
Staphylococcus aureus و ج( (ATCC51302) . Xanthomonase axonopodis  ، ديسكA :كنترل منفي )پروتئين برش نخورده( ،

و  5/7به ميزان برش خورده با آنزيم سومو پروتئاز به ترتيب  نوتركيب پروتئين : Dو C يديسكهاو  )آنتي بيوتيك آمپي سيلين(كنترل مثبت  :B ديسك
  .ميكروليترميكروگرم در  5

  بحث
ين پپتيدهاي ضدميكروبي توليد شده توسط مهم تراز 

اين . را مي توان نام برد دفنزينهاسيستم ايمني ذاتي گياهان 
سيستئين  8پپتيدهاي كوچك و كاتيوني در مولكول خود 

پل دي سولفيدي كرده و به اين  4دارند كه با آنها ايجاد 
ترتيب ساختاري مستحكم ايجاد مي كنند و به گونه اي تا 
مي خورند كه حداكثر فعاليت خود را در برابر غشاي 

ميكروبي مي صيت ضدعلاوه برخا. ميكروبها داشته باشند
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توانند با اعمال اثر در برابر استرسهاي محيطي به حفظ 
 زراعي، گندم دفنزين ژن .)22(حيات گياهان نيز كمك كنند

توسط ميرآخورلي  )Accession N.JQ435849( فلات رقم
 توالي و استخراجتراريخته،  گياه در بيان و همكاران براي

 است شده ثبت NCBI اي داده پايگاه در آن
)www.ncbi.nlm.nih.gov (.  اين توالي داراي دو دامين

ترمينال آن پپتيد نشانه قرار دارد  - Nمي باشد كه در انتهاي 
  .)1( ن دفنزيني در ادامه ژن قرار داردو سپس دامي

 Triticum(در اين مطالعه ژن دفنزين گندم زراعي 

aestivum(  كه ميزباني يوكاريوت دارد، براي بيان وارد
 .اريگامي شد سويه E.coliميزبان پروكاريوت يعني باكتري 

مشتق   E.coli گونه k-12 سويه ميزباني اريگامي از سويه
ردوكتاز و شده و با جهش در هر دو ژن تيوردوكسين 

دي سولفيد  تشكيل باندگلوتاتيون ردوكتاز، تا حد زيادي 
تحقيقات نشان  .اين سويه افزايش يافته استدر سيتوپلاسم 

 برابر پروتئين فعال 10اريگامي،  مي دهند كه بيان در سويه
تري را نسبت به ساير سويه هاي بياني، در شرايط مشابه 

مقاوم به آمپي  ميزبان اريگامي با پلاسميد. ايجاد مي كند
را براي استفاده از  سيلين سازگار بوده و اين ويژگي آن

به ميزباني ايده آل تبديل كرده  (+)pET-32aبياني  ناقل
توسط ناني  2012در مطالعه اي كه در سال  .)10( است
انجام شد، بيان ي انگور و هلو دفنزينهابر روي  والنتينا

اريگامي  و سويه(+)pET-32a  ناقلگرديده كه  استفاده از 
راهي كارآمد براي توليد  ي گياهي،دفنزينهابراي بيان اين 

پروتئين نوتركيب محلول با سطح بالايي از خلوص مي 
 4در اين مطالعه جهت بيان ژن دفنزين گندم با . )16( باشد

. استفاده شد(+)pET-32a بياني ناقلپيوند دي سولفيدي از 
اريگامي نيز به علت توانايي تشكيل پيوندهاي دي  و سويه

بياني انتخاب گرديد، با توجه به سولفيدي، به عنوان ميزبان 
بهينه سازي ژن و همچنين استفاده از تركيب ژن دفنزين 

انتظار مي رفت كه پروتئين سومو،  گندم با ژن كد كننده
مطالعات نشان داده است كه  .بيان دفنزين گندم افزايش يابد

هينه سازي كدونها و تغيير مطابق با الگوي كدونهاي ب

باعث افزايش بيان ژن در  اين ميزبان مي  ،E.coli فراوان در
تئينهاي استفاده از روش پروكه  مشاهده شده است). 14(گردد 
 بسيار ساختارهاي ناشي ازبراي افزايش بيان،  فيوژن

با اتصال اين نوع  .باشد پروتئينهااين  حفاظت شده
 ممكن است به ،ناكارآمد پروتئين  N پروتئينها به پايانه

 .)6(شايان توجهي بنمايد كمكپروتئين هدف  بيانافزايش 
ميزان سومو ازجمله پروتئينهاي فيوژن است كه پروتئين 
را بالا مي برد و به علت خاصيت  پروتئين مورد نظر انحلال

چاپروني، شرايط تا خوردگي مناسب در پروتئين دفنزين را 
 علاوه به . تا بهترين عملكرد را داشته باشد ايجاد مي كند

 مخمر و درSENP   درانسان كه( سومو پروتئازآنزيم 
ULP1 پروتئين سومو اختصاصي كاملاً صورت به )دارد نام 

با  هدف پروتئين توليد و كرده جدا هدف پروتئين از را
بنابراين هيچ اسيد آمينه اي . كند مي سالم ترمينال_N انتهاي
شود كه از مزاياي  تداي پروتئين مورد نظر اضافه نميببه ا

علاوه براين با توجه به . استفاده از توالي سومو مي باشد
به صورت  آن الحاق ،كوچك بودن پروتئين مورد نظر

جهت تشخيص و خالص سازي سهولت  پروتئين نوتركيب
مولار  القاي بيان توسط غلظت نهايي يك ميلي مي يابد،

IPTG 37از  ، دماي رشد باكتريهاءانجام شد و پس از القا 
كاهش داده شد،  سانتي گراد  درجه 30به  سانتي گراددرجه 

تا از رسوب شدن پروتئين توليدي در فضاي سيتوپلاسمي 
به صورت محلول پروتئين و كاهش بيان جلوگيري شود و 

 SDS-PAGEبا توجه به نتايج حاصل از . توليد شود
 بهالقاء ساعت پس از  16و  6و  4، 2پروتئين موردنظر در 

كيلودالتون به خوبي  38خوبي بيان شده و باند حدود 
بر  پروتئينهابا توجه به مساوي بودن مقدار . مشهود است

، image jروي ژل و نتايج حاصل از آناليز ژل با نرم افزار 
ساعته نسبت به سايرين داراي شدت بيشتري بود،  6باند 

ساعت  6در نتيجه بيانگر آن است كه غلظت پروتئين در 
براي اطمينان از بيان پروتئين . بيشتر بوده استالقاء از  پس

موردنظر و شناسايي اختصاصي باند پروتئيني مشاهده شده 
در اين پژوهش، از . بلات انجام شدوسترن  در ژل، تكنيك
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متصل به آنزيم پراكسيداز  His-tagبادي ضد توالي آنتي
سي، استفاده شد و در نهايت تشخيص مكان باند مورد برر

با توجه به نتايج . صورت پذيرفت TMBتوسط سوبستراي 
 دات بلات و وسترن بلات مي توان گفت كه  پروتئين به

ميزبان  E.coli origami خوبي بيان شده است و ميزبان 
همچنين غلظت . مناسبي براي بيان اين پروتئين است

 486/0پروتئين ناخالص با توجه به نتايج تست برادفورد 
  .م در ميكروليتر به دست آمدميكروگر

ي گياهي بر دفنزينهاو شبه  دفنزينهااثرات ضد باكتريايي 
. )7( باكتريهاي گرم مثبت و منفي به اثبات رسيده است

اين اثرات را با نفوذ در غشاي باكتري اعمال مي  دفنزينها
كنند و به طرق مختلف باعث از بين رفتن غشاي سلولي 
مي شوند كه در نتيجه انهدام سلول ميكروارگانيسم را در 

سلولي  پي دارد، با توجه به تفاوت محتويات ديواره
الكترواستاتيك در  باكتريهاي گرم مثبت و گرم منفي، جاذبه

ي كاتيوني دفنزينهاگرم منفي باعث جذب بيشتر  باكتريهاي
رود كه اين پروتئينها بر  با بار مثبت مي شود و انتظار مي

در . بيشتري عمل كنند تأثيرروي باكتريهاي گرم منفي با 
اوسبورن و همكارانش اعلام كردند كه دفنزين  1995سال 

CtAMP1  فعال است  باسيلوس سابتيليسدر مقابل باكتري
همچنين سگورا و همكارانش دو دفنزين به نامهاي . )17(

SOD2  وSOD7  را از اسفناج جدا كردند كه عليه
سودوموناس سولانا و  كلاوي باكتر ميشيگانزيسباكتريهاي 

اثر دفنزين لوبيا بر  2012در سال . )18(فعال بودند سروم
و  زانتوموناس آگزونوپوديسدو باكتري بيماريزاي گياهي 

توسط ميرآخورلي و همكاران به  سيرينگهسودوموناس 
بوده  مؤثراثبات رسيده و دفنزين لوبيا عليه هر دو گونه 

در همين سال بيان دفنزين گاوي در باكتري . )1(است
توسط صفار و همكاران به خوبي انجام شد  اشريشيا كولاي

و خاصيت ضد باكتريايي و ضد قارچي اين پروتئين هم به 
اين مطالعه اثر دفنزين گندم كه به  در . )12(اثبات رسيد

بيان شده  اشريشيا كولايصورت نوتركيب در باكتري 
است، براي اولين بار بر باكتريهاي بيماريزاي گياهي و گرم 

 سودوموناس سيرينگهو  زانتوموناس آگزونوپوديس منفي
كه هر دو به ترتيب باعث آسيبهاي گياهي مانند سوختگي 
برگها و يخ زدگي سلولهاي گياهي مي شوند و نابودي 
گياهان زراعي و ضررهاي اقتصادي زيادي را در بر دارند و 

كلبسيلا و  اشريشيا كولاي بر باكتريهاي بيماريزاي انساني
باسيلوس و  استافيلوكوكوس اورئوسگرم منفي و  پنومونيه
در نتيجه . گرم مثبت مورد ارزيابي قرار گرفت سرئوس

، اشريشيا كولايپروتئين توليدي در برابر باكتريهاي 
ر ضد باكتريايي اث سودوموناس سيرينگهو  كلبسيلا پنومونيه

گيرنده اي بر سطح غشاي اين  از خود نشان نداد، احتمالاً
 باكتري براي پروتئين دفنزين گندم وجود نداشته يا ميزان
پروتئين اثر داده شده روي اين سويه باكتري به ميزاني 

اما در برابر . نبوده كه اثر خود را  بر باكتري نشان دهد
و  باسيلوس سرئوس، استافيلوكوكوس اورئوسباكتريهاي 

اثر ضد باكتريايي خود را اعمال  زانتوموناس آگزونوپوديس
عه بايد گفت كه انجام تست ضد ميكروبي در اين مطال. كرد

صرفا يك كار كيفي بوده و براي انجام كار كمي و 
آناليزهاي آماري نياز به كار بيشتر دارد، در ضمن خاصيت 
ميكروب كشي پروتئين ناخالص، مورد ارزيابي قرار گرفته 
و با توجه به ناخالص بودن نتيجه خوبي داده كه به لحاظ 
اقتصادي در خور توجه و به صرفه مي باشد، هر چند مي 

برش  پس از كار پروتئين را تخليص كرده و  ن در ادامهتوا
 را در حالت خالص آنزيم سومو پروتئاز ميزان فعاليت آنبا 
  . بررسي كرد نيز

  

  نتيجه

امروزه مسئله مقاومت باكتريايي نسبت  به آنتي بيوتيكهاي 
ي جدي پيش روي علم پزشكي است و تلاش شكلرايج، 

جديد كه جايگزين آنتي براي يافتن عوامل ضد ميكروبي 
از طرفي . بيوتيكهاي رايج شوند، رو به گسترش است

براي  دفنزينهاميكروبي و به خصوص هاي ضدتوانايي پپتيد
ي گرم مثبت و گرم منفي، انگلها، باكتريهااز بين بردن انواع 
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ويروسها، حشرات و تومورهاي سرطاني آنها را مورد توجه 
سعي شد تا با اتصال در اين تحقيق  .قرار داده است

با در نظر گرفتن  پروتئين سومو به پروتئين دفنزين گندم و
و ايجاد  اشريشيا كولايكدونهاي مورد استفاده در باكتري 

 شرايط براي بيان آن در سويه سلولهاي مستعد بياني،
اريگامي كه قادر به تشكيل پيوندهاي دي سولفيدي موجود 

و سپس توليد آن با در اين پروتئين است، فراهم گردد 
با توجه به نتايج حاصل،  .دوتكنيكهاي مختلف بررسي ش

-ميزبان اريگامي براي توليد اين پروتئين مناسب به نظر مي

 هاله در ادامه با انجام تست ضد ميكروبي و مشاهده. رسد

عدم رشد مي توان گفت كه پروتئين نوتركيب به گونه اي 
در ميزبان اريگامي توليد شده كه با حفظ ساختار سه بعدي 

اميد است . توانايي ميكروب كشي خوبي را اعمال مي كند
اين مطالعه بتواند در بررسيهاي بعدي اين پپتيدها به عنوان 

 .باشد مؤثريك عامل ضد ميكروبي جديد، 

  دانيتشكر و قدر 

ي دانشگاه شهركرد انجام شده اين پژوهش باحمايت مال
 .است
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Abstract 

Plant defensins are a family of cationic antimicrobial peptides, small and cysteine rich 
that have a broad range of antibacterial effects. The aim of this study was designed, 
synthesis, cloning, expression of wheat defensin (Triticum aestivum) gene and 
evaluation of the antibacterial effect of recombinant protein. The defensin gene was 
fused to sumo gene for more expression and solubility and then was optimized by some 
software and was synthesized and cloned in pGH vector. Then sumo_defensin sequence 
was sub cloned into pET-32a (+) vector and transformed into bacterial cells (E.coli 
origami). Gene expression was induced by 1mM IPTG in 30°C and proteins were 
analyzed by SDS-PAGE and Western blotting. The fusion protein with a molecular 
weight of approximately 38 kDa was analyzed on SDS-PAGE gel and confirmed by 
western blotting. After digestion of protein by Sumo protease, the antibacterial effect of 
the recombinant wheat defensin was evaluated on the plant pathogenic Gram-negative 
bacteria Xanthomonase axonopodis, Pseudomonas syringae and some human 
pathogenic Gram-negative and Gram-positive bacteria such as E.coli and Klebsiella 
pneumoniae , Staphylococcus aureus and Bacillus cereus. In the end, recombinant 
wheat defensin had an antibacterial effect against Xanthomonase axonopodis, 
Staphylococcus aureus and Bacillus cereus. Based on the antimicrobial characteristics 
of wheat defensin, this study can be effective to introduce a new antimicrobial agent.  

Key words: antimicrobial peptides, wheat defensin protein, cloning and expression. 
  

 


