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 گیاه توتونتولید پپتیدهای نوترکیب پکسیگانان و ایزگانان در

 و فرزانه آرام *الهام عطایی کچویی، علی نیازی

 شیراز، دانشگاه شیراز، دانشکده کشاورزی، پژوهشکده بیوتکنولوژیایران، 

 28/09/1401 تاریخ پذیرش: 19/01/1400تاریخ دریافت: 

 چکیده

های مرسوم شده ها در برابر آنتی بیوتیکهای مقاومتی در بسیاری از پاتوژنه توسعه مکانیسمزا منجر بهای بیماریتکامل باکتری

ترین یکی از امیدوارکننده ده است. پپتیدهای ضد میکروبیشهای درمانی جدید است که منجر به جستجو برای جایگزین

دو پپتید ضد میکروبی مهم  یزگانانا و پکسیگانان یک هستند.بیوتهای مقاوم به آنتییر پاتوژنهای جایگزین برای غلبه بر تکثگزینه

رم افزاری نشان مطالعات ندهند. ها از خود نشان میهستند که فعالیت لیتیک سریع و قوی در برابر طیف وسیعی از پاتوژن

ی دارد بنابر این مراتب خاصیت ضدمیکروبی قویتری از هر دوی این پپتیدها به تنهایدهد که شکل همجوش دو پپتید بهمی

 ش مهم است.مچنان یک چالهتولید پپتیدهای ضد میکروبی در مقیاس وسیع  باشد.پتانسیل معرفی بعنوان پپتیدی جدید را دار می

نوترکیب  هایئینهای مبتنی بر گیاه، یا همان کشاورزی مولکولی، تولید مقرون به صرفه بسیاری از پروتبیان هترولوگ در سیستم

ی ایزگانان برا-سازد. در مطالعه حاضر، پکسیگانان و یک پپتید همجوش پکسیگانانضد میکروبی را امکانپذیر می و پپتیدهای

تری بی قویت ضد میکرولیایزگانان فعا-اولین بار در گیاه تنباکو بیان شدند. نتایج این مطالعه نشان داد پپتید نوترکیب پکسیگانان

 می حفظ را خود یکروبیم ضد خواص دما از وسیعی طیف نین هر دو پپتید نوترکیب دردهد. همچنشان می پکسیگانان نسبت به

 های نوترکیب تولید شده در گیاه در مقیاس وسیع بسیار مهم است. سازی پروتئینکنند که برای خالص

 .نمیکروبی، توتولی، فعالیت ضد زراعت مولکو ،ایزگانان-پکسیگانانو  پکسیگانانهای نوترکیب پپتید کلیدی:ه های واژ
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 مقدمه

ها، نیاز به های رایج در میکروببیوتیکمقاومت به آنتی

-ها را روزافزون نمودهبرای آن تولید و توسعه جایگزین

توسط تعداد بسیار زیادی از است. پپتیدهای ضدمیکروبی 

تولید می شوند و فعالیت گسترده و غیر  موجودات

 آنها را بعنوان انتخابی این خصوصیتاختصاصی دارند، 

قدرتمند برای کاربردهای دارویی و درمانی بسیار مناسب 

الیگوپپتیدهایی با  پپتیدهای ضدمیکروبی .[32, 2۵] می کند

اسید آمینه با بار مثبت  100تا کمتر از  ۵عداد متغیر از ت

و بخش قابل نین( یعمدتاً اسیدهای آمینه لیزین و آرژ)

پپتیدهای باشند. می های هیدروفوبآمینهتوجهی از اسید 

را مورد هدف موجودات ای از دامنه گسترده ضدمیکروبی

های عالیتها که فبیوتیکبرخلاف آنتی .[3]دهندقرار می

پپتیدهای دهند، ولی خاص را هدف قرار میسل

را مورد ساکاریدی غشای سلولی یلایه لیپوپل ضدمیکروبی

دهند. مکانیسم عمل ضد میکروبی پس از هدف قرار می

نفوذ از غشای سلولی پاتوژن بر اساس نوع پپتید و 

سنتز ، DNAسنتز تواند، هدف قرار دادن می های آنویژگی

. ] 49 ,2۵[ میکروارگانیسم باشدی ین یا دیواره سلولپروتئ

داشتن سطح بالایی از کلسترول و بار آنیونی پایین، سلول 

پپتیدهای های یوکاریوتی را از دامنه هدف بسیاری از 

پپتیدهای خارج می کند. قابلیت مهم دیگر  ضدمیکروبی

اثر کشندگی سریعشان است. برخی از  ضدمیکروبی

ثانیه پس از تماس  می توانند چند پپتیدهای ضدمیکروبی

اولیه با غشای سلول آنرا از بین ببرند. همچنین مشخص 
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وتیک فعالیت آنتی بی پپتیدهای ضدمیکروبیشده است که 

. پس از افزایش می دهند افزاییها را از طریق اثر هم

تخریب غشا و یا تشکیل منفذ در غشای سلول باکتری 

ن سلول بوسیله پپتید ضدمیکروبی نفوذ آنتی بیوتیک درو

باکتری افزایش یافته و در نتیجه تأثیر کشندگی آنتی بیوتیک 

  .[49 ,41, 23] یابدافزایش می

شده  رمزسنتز شده و ضدمیکروبی پپتیددر بین صدها 

خوبی مطالعه ایش بو آنالوگ ه magainin-2بوسیله ژن ها، 

 از 1987در   magainin-2 و  magainin-1.]23[انددهش

Xenopus Laevis زمانیکه این موجود با .جداسازی شدند 

روبی قرار در آب حاوی سطوح بالای میک زخمی پوست

 magainin-2مشخص شد که  گرفت و دچار عفونت نشد،

ی تریایاسید آمینه دارای دامنه گسترده فعالیت ضد باک 23با 

خواص  ویر تحقیقات برنتیجه  و ضد قارچی است.

 تزی آن یعنیسن شکلتولید باعث  magainin-2دارویی 

MSI-78  پکسیگانانیا (pexiganan )سنتزی  شکل این .شد

  magainin-2مراتب قویتری از که خواص ضدمیکروبی ب

 7و  8، 18، 21، 22دارد از جایگزینی اسیدهای آمینه شماره

مینه د آاسیجایگزینی  با اسیدآمینه لیزین ،  maganin-2در 

سین به با لو 20با ایزولوسین و اسید آمینه شماره  19شماره 

 4/2وزن مولکولی پکسیگانان . ( 1)جدول دست آمده است

نه اثر بخشی و دام، وضوحهنتایج بباشد. کیلودالتون می

شان شرایط آزمایشگاهی ن  را در پکسیگانانگسترده فعالیت 

 طیفعلیه  پکسیگانان فعالیت ضدباکتریایی. [23] دهدمی

خش بیک انتخاب امید به آنرا  های باکتریگسترده از گونه

وه . بعلااستهای باکتریایی تبدیل کردهنتمان عفودربرای 

برای درمان  پکسیگاناندر زمینه کاربردهای موضعی 

ل آخر آزمایشات کلینیکی است های دیابتیک در مراحزخم

 .[40, 20،23] شودزودی وارد بازار میو ب

خانواده  ی ازبخش Protegrinپپتیدهای ضدمیکروبی 

 باشند کهو منحصربفرد می درونزاد پپتیدهای ضدمیکروبی

. دهندمهمی از سیستم دفاعی میزبان را تشکیل میبخش 

کشی سریع، احتمال پایین میکروب فعالیت ،دامنه گسترده

غیر اختصاصی غشاهای  هدفگیریتولید مقاومت و 

 های مهم این پپتیدهااز جمله مهمترین ویژگی میکروبی

مقاوم به نمک  Protrgrin پپتیدهای ضدمیکروبی باشد.می

فیزیولوژیک افزایش  نمک ها در غلظتآنهستند و فعالیت 

ای دوظرفیتی و ترکیبات سرم هبوسیله کاتیون یابد ومی

در دامنه وسیعی از  همچنین .]4[گیرندثیر قرار نمیتحت تأ

pH پپتیدهای ضدمیکربی مانند.فعال باقی می Protegrin 

تا   اند.های خوک جدا شدهطبیعی در اصل از لوکوسیت

شناسایی شده ( PG-5تا  PG-1) Protegrin حال پنج گروهب

کاتیونیک هستند، غنی از . این پپتیدهای ضدمیکروبی است

باقیمانده آمینو  18-16و حاوی  بوده آرژنین و سیستئین

 ، بصورتProtegrinباشند. توالی طبیعی اسیدی می

 2اسید آمینه که بوسیله  18-16متشکل از  یتاصفحات ب

. ساختار ]4[باشدمی سولفیدی پایدار شده استپل دی

بویژه  Protegrinعامل کلیدی پایداری ساختار  صفحات بتا

پپتیدهای ضدمیکروبی  فیزیولوژیک است. نمکدر حضور 

Protegrin ای گرم مثبت های از باکتریعلیه دامنه گسترده

های ها فعال هستند. ویژگیها و انواع ویروس، قارچو منفی

های به انتخابها را آن Protegrinپپتیدهای ضد میکروبی 

 ضدمیکروبی کابردهای و توسعه جهت جذابی برای تحقیق

یک  (Iseganan (IB-367) ایزگانان ) .استتبدیل کرده

 ایزگانان. (1)جدول  است Protegrinآنالوگ سنتزی 

به را سریع در بزاق دهان دارد که آنمیکروب کشی فعالیت 

های دهانی تبدیل کنترل عفونتیک ترکیب مناسب برای 

های کشی در حضور غلظت. فعالیت میکروباستکرده

 ایزگانانبالای نمک و توانایی تولید یک محلول از  نسبتاً

مل بالقوه جذاب برای درمان این پپتید را یک عا

فیبروز کیستیک  نهای تنفسی مزمن در بیماراعفونت

(cystic fibrosis )علیه طیف گسترده  ایزگانان. ]4 [کندمی

ای از باکتری های گرم مثبت و گرم منفی و مخمر کشنده 

 Minimum((MICاست. حداقل غلظت ممانعت کنندگی )

Inhibitory Concentration  از  ایزگانان( برای
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فعالیت  نایزگانا. ]4 [باشدهای مرسوم کمتر میبیوتیکآنتی

-ود را در بزاق در مقایسه با آنتیکشی سریع خباکتری

 III. فرآیندهای فاز [4]کندهای مرسوم حفظ میبیوتیک

در بیماران در یافت کننده شیمی درمانی  ایزگانانکلینیکال 

Stomatotoxic ماران با سرطان گردن و سر تحت و بی

 .]4[ با اشعه یا شیمی درمانی در حال انجام است درمان

های فوق در این بیماران فلور دهان را تغییر داده و درمان

های دهان و انواع عفونتیط مناسب برای ایجاد ایجاد شرا

ه اید بهیدروکلر ایزگانانکند. کاربرد موضعی دندان می

ن، های هوازی دهاشکل قابل توجهی کل باکتری

دهد و بعنوان یک عامل استرپتوکوک و مخمر را کاهش می

 ,4]کنددهان در جلوگیری از عفونت عمل میضد میکروبی 

11, 42, 46]. 

 

 .Isegananو  Protegrinو  Pexigananو  Magainin-2مقایسه توالی آمینواسیدی پپتیدهای ضدمیکروبی  -1جدول 

 پپتید ضدمیکروبی توالی آمینو اسیدی منابع

23 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Magainin-2 

23 GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK Pexiganan(MSI-78) 

42 RGGRLCYCRRRFCVCVGR Protegrin 

4 RGGLCYCRGRFCVCVGR Iseganan 

 

جدید با ضدمیکروبی پپتیدهای  ، شناسایی و معرفیاخیراً

یتر توجه بسیاری از محققین را قو ضدمیکروبی خواص

 هایافزار و سایتد جلب کرده است. بر این اساس نرمخوب

 CAMPمتعددی از جمله،  پیش بینی خواص ضدمیکروبی

(Collection of Anti-Microbial Peptides)، 

(Antimicrobial Peptid Prediction) AMP perd ،

(Antimicrobial Peptide Database) APD3  ،AMPA 

(Antimicrobial Sequence Scanning System)  برای

سی و است. بررتوسعه یافته ضدمیکروبی پیش بینی فعالیت

و  پکسیگانان یپپتیدها مقایسه خواص ضدمیکروبی

افزارها نشان داد که پپتید با استفاده از این نرم ایزگانان

)با  ایزگانانو  پکسیگانانپپتیدهای حاصل از همجوشی 

-قوی خواص ضدمیکروبی کیلودالتون( 4/4وزن مولکولی 

, 31, 14[ تنهایی دارده رکدام از پپتیدها به نسبت بهتری 

3۵[. 

وجود  پپتیدهای ضدمیکروبیروش برای بدست آوردن  دو

. ]1۵[میزبان یا سنتز شیمیایی دارد، جداسازی از موجودات

های میزبان مثل های دفاعی از بافتزی این مولکولجداسا

سازی جداسازی و خالصپوست قورباغه مراحل چندگانه 

های میکروبیولوژیکی برای تعیین خواص و سپس تست

. با استفاده از این روش ]1۵[ا نیاز داردمیکروب کشی آنه

شف شده است. با این وجود ک پتید کاتیونیپ 700بیش از 

خسته  پپتیدهای ضدمیکروبیهای جداسازی این روش

، نیاز به مقادیر زیادی از مواد منبع دارد و کننده است

. از سوی دیگر سنتز شیمیایی ]1۵[بازده پایینی دارد معمولاً

ی فاز جامد سریعتر است، اده از تکنیکهاپپتیدها با استف

تر و نیاز به مراحل ساده صورت خودکار قابل انجام استب

 . این تکنیک اجازه مطالعه ارتباطات]1۵[تخلیص دارند

دلیل های بیولوژیکی بفعالیت ساختاری را بدون محدودیت

های غیر ق اسیدآمینهدهد. این روش امکان تلفییسمیت م

وسیله دهای تولید شده بدر حالیکه پپتیدهد طبیعی را می

ها به یک زیرمجموعه از اسیدهای آمینه محدود ریبوزوم

شده است. با این حال سنتز شیمیایی پپتیدها هنوز گران 

های مربوط به تغییرات پیچیده پس از است و محدودیت

در مورد پپتیدهای مورد بررسی در این  .[1۵]ترجمه را دارد

ساختار آلفا هلیکس خطی  دارایپپتید پکسیگانان پژوهش 
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ای به تغییرات پس از باشد و در هیچ منبعی اشارهمی

 Iseganan. اما پپتید ]23[ترجمه این پپتید نشده است 

باشد که دارای دو پل دی پپتیدی با ساختار صفحات بتا می

 7و سیستئین شماره  14و  ۵ن شماره سولفیدی بین سیستئی

در  بنابر این بیان ژن های ضدمیکروبی. ]4[می باشد 12و 

, 30]میزبان مناسب یک راه حل مؤثر برای این مشکل است

. به این منظور سیستم های بیان پروکاریوتی و [44

ها، ها، قارچن نوترکیب مثل باکتریییوکاریوتی تولید پروتئ

های بیان گیاهی و سیستم های حشرات و پستاندارانسلول

 .[48, 33] اندتوسعه یافته

 های ژنتیکروشفناوری و توسعه در طی پیشرفت زیست

های مختلفی مانند مولکولی و مهندسی ژنتیک، میزبان

-، جلبکهای پستانداران، سلولها، قارچها، مخمرهاباکتری

 هایهای سوسپانسیون گیاهی، ریشهها، حشرات، سلول

های برای تولید پروتئین مویین، جانوران و گیاهان تراژن

-سیستم  .[18, 17]قرار گرفته است استفادهکیب مورد نوتر

ارزشمندی برای تولید  های بیان مبتنی بر گیاه بعنوان ابزار

 اندیوکاریوتی مورد توجه قرار گرفته های نوترکیبپروتئین

بر مبنای  های تولید پروتئین نوترکیب. سیستم[38 ,21]

دلیل عدم های تولید مرسوم بنسبت به سیستم گیاهان

تر ایمن باکتریاییهای حیوانی یا ها با ویروسآلودگی آن

از دیگر مزایای تولید پروتئین های  .[44, 39 ,22] است

توان به اقتصادی ی بیان گیاهی میهانوترکیب در سیستم

های صنعتی، تولید ها نسبت به سیستمبودن تولید آن

تولید بالای  های زیستی فعال و مشابه شکل طبیعیفرآورده

پروتئین نوترکیب و پایداری بیشتر و همچنین عدم وجود 

از طرفی،  .[17, 10 ,6] خطرات ناشی از آلودگی اشاره کرد

امکان هدایت پروتئین سنتز شده به اجسام داخل سلولی با 

-. با استفاده از توالی[10]هدف پایداری بیشتر، وجود دارد 

های مناسب در سلول نیز جایگاه گیری کننده بههای هدف

توان موجبات افزایش تجمع پروتئین نوترکیب را فراهم می

-( حاوی پروتئینERسلول ) . شبکه آندوپلاسمی[47]آورد

بندی صحیح های چاپرونی مختلف است که موجب بسته

ها شده و از تجمع و تشکیل ساختارهای سه بعدی پروتئین

کند. بنابراین قرار گرفتن پروتئین ناصحیح جلوگیری می

ه و بندی صحیح پروتئین شدموجب بسته ERنوترکیب در 

 یابد. توالیدر نتیجه پایداری و تجمع آن افزایش می

KDEL هایی است که برای قرار گرفتن از جمله توالی

پروتئین در شبکه آندوپلاسمی در مطالعات متعددی استفاده 

بعلاوه تحقیقات  .[9]و کارایی آن به اثبات رسیده است

اند که وجود توالی حفاظت شده متعدد نشان داده

ACCAUGG  ،توالی کوزاک( در اطراف ناحیه کدون آغاز(

 . [29]اثر مطلوبی بر بیان ژن و کارایی ترجمه دارد

تا کنون هیچ گزارشی مبنی بر بیان پروتئین نو ترکیب 

ن پپتید حاصل از همجوشی و همچنی در گیاه پکسیگانان

د بعنوان یک پپتید جدی ایزگانانو  پکسیگانانپپتیدهای 

ه های کد کنندندارد. هدف از این تحقیق انتقال ژنوجود 

بعنوان یک پپتید  یزگانانا-پکسیگانانو  پکسیگانانپپتید 

ر منظوهن با هدف تولید پپتید نوترکیب بجدید به گیاه توتو

یه ضد باکتریایی این پپتیدها علبررسی و مقایسه فعالیت 

 های انسانی است. پاتوژن

 مواد و روشها

 -pBI121و  pBI121-pexigananهای بیان ساخت سازه

pexiganan-iseganan : کد کننده پپتیدتوالی نوکلئوتیدی 

 GIGKFLKKAKKFGKAFVKIاسیدآمینه:  22) پکسیگانان

LKK اسید آمینه:  17) ایزگانان( وRGGLCYCRGRFCVC 

VGR پپتیدهای ضدمیکروبی( از پایگاه اطلاعاتی (APD )

(، CCACCAUGبدست آمد. برای هر سازه توالی کوزاک )

6His tag های کد کننده و توالی توالی ۵'ترتیب به انتهای ب

های کد کننده توالی 3'به انتهای  KDELسیگنال پپتید 

، ایزگانان-پکسیگاناناضافه شد. برای سازه همجوش 

دو کدون کد با  ایزگانانو  پکسیگانانکننده ای کدهتوالی

یکدیگر متصل شدند به  بعنوان اتصال دهنده گلیسینکننده 

(. در نهایت، توالی های نوکلئوتیدی طراحی شده 1)شکل 

جدول بر اساس  Gene Designer2.0افزار با استفاده از نرم
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-گیاه توتون بهینه افزار برایموجود در نرم ترجیح کدونی

شکل مصنوعی ه بهای نوکلئوتیدی سازی شدند. توالی

آمریکا سنتز شدند.  General Biosystemsتوسط شرکت 

های نوکلئوتیدی سنتز شده پس از هضم آنزیمی با توالی

 pBI121در ناقل بیان  SaC Iو  BamH Iهای برشی آنزیم

سازی گردیدند. سپس همسانه هضم شده با این دو آنزیم

 )سازه pBI121-pexiganan-isegananیب های نوترکسازه

واکنش  بوسیله ( 2 )سازه pBI121-Pexiganan( و 1

ای پلیمراز با استفاده از جفت آغازگرهای زنجیره

-Pexigananو  Pexigananهای اختصاصی مربوط به ژن

Iseganan نین جفت آغازگرهای مربوط به ناقلو همچ 

pBI121 یید شدند.( تأ2)جدول 

 

 
و سیگنال شبکه  6His-tagلی (. توا2)سازه pBI121-pexiganan( و )ب( 1زه )سا  pBI121-pexiganan-isegananنقشه )الف(  -1شکل 

  و pexiganan-isegananهینه سازی شده بهای ها اضافه شدند. ژنترمینال ژن -N ترمینال و  -C( بترتیب به انتهای KDELآندوپلاسمی )

pexiganan 35ر تحت کنترل پروموتS  و ترمیناتورNOS  در وکتورpBI121  همسانه سازی شدند. وکتورpBI121  قاومت به محمل کننده ژن

 باشد.می NOS( تحت کنترل پروموتر NptIIکانامایسین )

 

 لیست و توالی آغازگرهای استفاده شده در این پژوهش. -2جدول

Primers Sequence Product length (bp) Ta (Annealing Temperature) (C˚)  

virG-F CCTTGGGCGTCGTCATAC   

virG-R TCGTCCTCGGTCGTTTCC 529 55 

Pex-isF CCAGGGAGGAATTGGAAAGTT   

Pex-isR GCCCACACAAACGCAAAA 127 49 

PexF CCATCATCATGAAAACCTAT   

PexR CTATAGCTCATCCTTGGTA 109 49 

Ta, temperature annealing; F, Forward; R, Reverse. 

 

های انتقال ناقل بیان به باکتری و شناسایی کلون

 Escherichia coliهای مستعد باکتری از سلول: نوترکیب

جهت ترانسفورماسیون به روش  DH5αسویه 

 GenePulser MTXcellالکتروپوریشن با استفاده از دستگاه 

های ترانسفورم شده روی محیط باکتری استفاده شد.

بیوتیک کانامایسین با غلظت حاوی آنتی جامد LBانتخابی 

های یید کلوننظور تأبم. ندشد کشتگرم بر لیتر میلی ۵0

ای پلیمراز با استفاده از نوترکیب از واکنش زنجیره

-انپکسیگانآغازگرهای اختصاصی توالی پکسیگانان و 

یید تأهای استفاده شد. سپس از کلون (2ایزگانان )جدول

مید با ای پلیمراز استخراج پلاسشده با واکنش زنجیره

 VIVANTIS استخراج پلاسمید شرکت استفاده از کیت

(UK) [28]  انجام شد. پلاسمید استخراج شده با روش

 Agrobacteriumهای مستعد الکتروپوریشن به سلول

tumefasience  58سویهC  با استفاده از دستگاه TMXcell

GenePulser  منتقل شد و روی محیط انتخابیLB  جامد

https://www.labce.com/spg1025560_annealing_temperature_ta.aspx
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گرم میلی ۵0های کانامایسین با غلظت حاوی آنتی بیوتیک

گرم بر لیتر قرار میلی100غلظت بر لیتر و ریفامپیسین با 

واکنش  بوسیله تأیید شده های نوترکیبداده شد. کلون

ای پلیمراز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی زنجیره

 pexigananو  pexiganan-isegananهای مربوط به ژن

های برگی گیاه توتون انتخاب برای انتقال به ریزنمونه

 شدند.

 .Nicotiana tabacumن ) بذرهای توتو: مواد گیاهی

Cv.turkish دقیقه در محلول شوینده  10مدت ( به

(µL300  ۵هیپوکلریت سدیم٪ ،µL6  و  ٪10تریتون

µL700 ور شده تا ضدعفونی شوند و آب مقطر( غوطه

شسته شدند. بذرها استریل سپس پنج بار با آب مقطر 

گرم از پودر  MS   (4 دار بر روی محیطصورت فاصلهب

MS  قرار  [37]لیتر آب(میلی 1000گرم پودر آگار در  10و

 2۵لوکس و در دمای  10000داده شد و در شرایط نوری 

درجه سانتیگراد در اتاق کشت نگهداری شدند.  28تا 

تهیه  هارن از گیاهان رشد یافته از این بذنمونه برگی سترو

برش داده  فواصل یک سانتیمتره ها در عرض بشد. برگ

حاوی  A. tumefasience  شدند، سپس درون مایع تلقیح

دقیقه  ۵انه منتقل شده و بصورت جداگ 2و سازه  1 سازه

های برگی آلوده به باکتری روی تکان داده شدند. ریزنمونه

کاغذ صافی سترون قرار داده شدند تا خشک شوند. سپس 

و آنتی بیوتیک بدون هورمون  MSکشتی روی محیط هم

روی محیط  طوریکه سطح فوقانی برگقرار داده شدند ب

روز در شرایط  3تا  2ت کشتی به مدهمکشت قرار گرفت. 

درجه سانتیگراد انجام شد و  26تا  22تاریکی و در دمای 

ایسین با ها به محیط انتخابی حاوی کانامسپس ریزنمونه

گرم میلی 30گرم بر لیتر و مروپنم با غلظتمیلی ۵0غلظت 

بر لیتر جهت حذف آلودگی آگروباکتریوم و رشد انتخابی 

-BAP (6انسفورم و ریزنمونه های تر

Benzylaminopurine) 2 گرم بر لیتر و میلی NAA 

(Naphthylacetic Acid) 1/0 گرم بر لیتر جهت میلی

تا  2۵در دمای  تشکیل شاخساره ،ها به هدایت ریزنمونه

ساعت روشنایی و  16نوری  چرخهدرجه سانتیگراد و  28

ا . واکشت مرتب ریزنمونه ه منتقل شدندساعت تاریکی  8

-ی تا تشکیل گیاهچه روی ریزنمونهروی این محیط انتخاب

ای برگی انجام گرفت. پس از ظهور گیاهچه اطراف ه

ها های تشکیل شده از روی ریزنمونهها ، گیاهچهریزنمونه

بیوتیک و به محیط جدید حاوی ترکیب آنتی جداسازی شد

شدند. پس از رسیدن ارتفاع و هورمون مشابه قبل منتقل 

ها به محیط انتخابی حاوی سانتیمترگیاهچه 2ها به گیاهچه

گرم بر لیتر و مروپنم با میلی ۵0کانامایسین با غلظت 

 NAA(Naphthylaceticو  گرم بر لیترمیلی 30غلظت

Acid)1/0 به  هاگرم بر لیتر جهت هدایت ریزنمونهمیلی

شکیل ریشه و رسیدن منتقل شدند. پس از ت ،تشکیل ریشه

ها به سانتیمتر، گیاهچه ۵های حاصل به چهارتفاع گیاه

پرلیت و خاک به نسبت مساوی منتقل های حاوی گلدان

-ر گیاهان در خاک برداشت ریزنمونهپس از استقراشدند. 

های بعدی های برگی از گیاهان تراژن حاصل جهت آنالیز

  انجام شد.

یید منظور تأب: یید تراژنیژنومی و تأ DNAاستخراج 

در گیاهان تراژن حاصل  Pexiganan-Isegananوجود ژن 

در گیاهان تراژن حاصل از  Pexigananو ژن  1از سازه 

 CTABروش از برگ گیاهان ب DNA، استخراج 2سازه

(Cetyl bromide trimethylammonium )[13] انجام شد .

استخراج شده  DNAای پلیمراز روی سپس واکنش زنجیره

-Pexigananهای با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن

Iseganan  وPexiganan ( انجام شد و سپس 2)جدول

 ٪1ای پلیمراز روی ژل آگارز محصول واکنش زنجیره

منظور اطمینان از عدم حضور آلودگی به ببارگذاری شد. 

 DNAای پلیمراز روی ش زنجیرهآگروباکتریوم واکن

استخراج شده با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژنوم 

شد و سپس  (، انجام2)جدول VirGآگروباکتریوم ، 

 ٪1ای پلیمراز روی ژل آگارز محصول واکنش زنجیره

 بارگذاری شد.

https://en.wikipedia.org/wiki/Cetyl_trimethylammonium_bromide
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های یید بیان ژنمنظور تأب: cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

Pexiganan-Iseganan  وPexiganan  در گیاهان تراژن

 کیت دنازیست )روش مطایق با  RNAحاصل، استخراج 

Column RNA Isolation kit I انجام و با استفاده از آنزیم )

DNaseI  شرکت (Thermoscientific آلودگی ژنومی )

 cDNAبا استفاده از کیت   cDNAحذف شد و سنتز 

synthetase  شرکت(Thermoscientific با ) 1مقدار 

آغازگر استخراج شده و با استفاده از  RNA از  میکروگرم

OligodT .انجام شد 

منظور ب: cDNAای پلیمراز با استفاده از واکنش زنجیره

در  Pexigananو  Pexiganan-Isegananهای یید بیان ژنتأ

 ایگیاهان تراژن تولید شده در این پژوهش، واکنش زنجیره

ای ا استفاده از آغازگرهسنتز شده ب cDNAپلیمراز بر روی 

 Pexigananو  Pexiganan-Isegananهای اختصاصی ژن

میکرولیتر ) از  1میکرولیتر شامل  20در حجم نهایی 

پیکو مول( از هر آغازگر اختصاصی  10استوک با غلظت 

انجام شد. PCR master mix  (Amplicon )از  µl10 هاژن

درجه  94دمایی  چرخه 1منظور تکثیر در ه حجم کل ب

درجه  94شامل  چرخه 30دقیقه،  ۵مدت سانتیگراد ب

 4۵مدت درجه سانتیگراد ب 49دقیقه،  1مدت سانتیگراد ب

نتیگراد درجه سا 49و  Pexiganan-Isegananبرای ژن  ثانیه

 نتیگراددرجه سا Pexiganan ،72برای ژن  ثانیه 4۵مدت ه ب

ه درج 72دقیقه در  10 چرخه ثانیه و نهایتاً 20مدت ه ب

 سانتیگراد قرار داده شد.

تئین با استفاده از روش استخراج پرو: استخراج پروتئین

 10این ترتیب که به  ید.انجام گرد [43]استون و همکاران 

لیتر از بافر فسفات میلی ۵0گیاه در برگ  گرم از بافت

(PBS  (NaCl 137mM،KCl 2.7mM ،Na2HPO4 4.3 

mM ،KH2PO41.47mM )PH 7.4 در هاون کاملا کوبیده )

 rpm 8000و همگن شد و سپس در سانتریفیوژ با سرعت 

ز بافت برگی رونشین حاوی پروتئین ادقیقه  20به مدت 

روش غلظت پروتئین استخراج شده ب جداسازی شد.

Bradford [۵]  درجه  -20اندازه گیری و در دمای

 سانتیگراد نگهداری شد.

بررسی فعالیت ضد : آزمایش فعالیت ضد میکروبی

 پکسیگانانو  ایزگانان-پکسیگانانپپتیدهای میکروبی 

تولید شده با استفاده از بررسی فعالیت پروتئین نوترکیب 

های کل استخراج شده از برگ گیاهان علیه میکروارگانیسم

 Staphylococcus aureusشامل باکتری گرم مثبت انسانی 

PTCC1112 (ATCC 6538) باکتری گرم منفی ،

Escherichia coli PTCC 1330 (ATCC 8739)  استرین ،

و  Aspergillus niger PTCC 5010 (ATCC 10864)قارچ 

 Candida albicans PTCC5027  (ATCC 10231)مخمر 

بدین  انجام شد. [4۵] دیسکیبا استفاده از روش انتشار 

در  nm600OD=0.4های مورد نظر تا منظور میکروارگانیسم

میکرولیتر به  ۵0میزان مایع رشد داده شدند و به  LBمحیط 

جامد که دمای آن پایین  LBلیتر از محیط کشت میلی ۵0

ه شدند. بعد از آمده بود اضافه شدند و در پتری دیش ریخت

داخل بستن محیط، با استفاده از تیپ استریل در محیط 

تعبیه شد و در هر چاهک به  ییهاچاهکها دیشپتری

میکروگرم از پروتئین استخراج شده از گیاهان  ۵0میزان 

 37ساعت در دمای  1۵مدت ها باضافه شد. پتری دیش

یزان ها قرار داده شدند. مدرجه برای رشد میکروارگانیسم

ه گیری قطر هالبا اندازه هافعالیت ضد میکروبی پروتئین

ها بررسی گردید. کعدم رشد ایجاد شده در اطراف چاه

های استفاده شده در این پژوهش از مرکز میکروارگانیسم

 .های صنعتی ایران تهیه شدندها و باکتریکلکسیون قارچ

از آنتی  µg2۵0 ر تست بررسی خواص ضدمیکروبید

 بعنوان کنترل مثبت و پروتئین استخراج ک کانامایسینبیوتی

بعنوان کنترل منفی در نظر  شده از گیاهان توتون غیر تراژن

 گرفته شد.

-پکسیگانانبررسی پایداری دمایی پپتیدهای نوترکیب 

منظور مطالعه پایداری ب: تولید شده پکسیگانانو  ایزگانان

ژوهش، دمایی پپتیدهای نوترکیب تولید شده در این پ
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پروتئین کل استخراج شده از گیاهان تراژن و گیاه غیرتراژن 

به مدت  C100°و  C۵0 ،°C7۵°توتون در معرض دماهای 

 µg۵0 ضدمیکروبی ساعت قرار داده شد و سپس فعالیت 1

ساعت در  1۵مدت ب E. coliها علیه باکتری از پروتئین

با روش انتشار دیسکی مورد بررسی قرار  C37°دمای 

 .گرفت

های نوترکیب با استفاده از ستون خالص سازی پروتئین

ایزگانان و -های نوترکیب پکسیگانانپروتئین: نیکل-آگارز

 .cat. Noنیکل ) -پکسیگانان با استفاده از ستون آگارز

سازی شدند. در ابتدا، ، شرکت کیاژن( خالص31014

میکرولیتر 1000نیکل  -منظور متعادل سازی ستون آگارزب

به مدت یک ساعت روی  pH 7با  100mMسفات بافر ف

افر فسفات از ستون ستون بارگذاری شد. پس از خروج ب

mg/ml ۵/0  از پروتئین استخراج شده از گیاهان حاوی

ها بارگذاری شد و های نوترکیب روی ستونپروتئین

درجه سانتیگراد قرار  4ساعت در دمای  12مدت ها بستون

جازه داده شد تا محتوای ساعت ا 12داده شدند.پس از 

میکرولیتر 1000ستون خارج شود. سپس هر ستون دو بار با 

 50mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20از بافر شستشو )

mM imidazole, pH 8.0)  شستشو داده شد. در نهایت

منظور استخراج پپتیدهای خالص از ستون بافر پاک کننده ب

((50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 500 mM 

imidazole, pH 8.0  نهایت مورد استفاده قرار گرفت. در

درجه سانتیگراد  -20پپتیدهای خالص شده در دمای 

نگهداری شدند. جهت تأیید حضور پپتیدهای نوترکیب 

ایزگانان و پکسیگانان در محصول نهایی -پکسیگانان

-Hisخالص سازی آزمون الیزا با استفاده از آنتی بادی ضد 

tag .انجام شد 

ایزگانان و -ید حضور پپتیدهای نوترکیب پکسیگانانتأی

پکسیگانان در محصول نهایی خالص سازی با استفاده از 

منظور بررسی حضور پپتیدهای نوترکیب ب: آزمون الیزا

ایزگانان و پکسیگانان پس از خالص سازی با -پکسیگانان

نیکل آزمون الیزا با استفاده از آنتی -استفاده از ستون آگارز

انجام شد. پروتئین استخراج شده از  His-tagضد بادی 

گیاهان غیر تراژن بعنوان کنترل منفی استفاده شد و یک 

عنوان کنترل مثبت ب His-tagپروتئین حاوی سیگنال پپتید 

از  میکروگرم ۵0منظور انجام آزمون الیزا ، استفاده شد. ب

)با سه های خالص شده در چاهک های پلیت الیزا پروتئین

درجه  4ساعت در دمای  16مدت ر( بارگذاری شد و بتکرا

 300بار با  ها دوسانتیگراد قرار داده شد. سپس چاهک

 PBS-T  (%0.02 KCl, %0.144میکرولیتر از بافر

NaHPO4, %0.024 KH2PO4, %0.8 NaCl, and %50 

Tween 20, PH 7.4بار با  ( شستشو داده شدند و مجدداً دو

 PBS (%0.02 KCl, %0.144 NaHPO4, %0.024محلول 

KH2PO4, and %0.8 NaCl, PH 7.4 ) .شستشو داده شدند

 BSA 2% میکرولیتر از 200پس از آخرین مرحله شستشو، 

(Bovine Serum Albumin solved in PBST ) درون هر

درجه  37ساعت در دمای  1مدت چاهک اضافه شد و ب

ترتیب ب PBSو  PBS-T ها باقرار داده شد. سپس چاهک

میکرولیتر از آنتی  100مجدداً شستشو داده شدند. سپس 

 1مدت به هر چاهک اضافه شد و بmg/ml2  His-tagبادی 

درجه قرار داده شد. سپس مجدداً  37ساعت در دمای 

ترتیب شستشو داده شدند و ب PBSو  PBS-Tچاهک ها با 

 +TMB (50 μl TMB Aمیکرولیتر از محلول  100سپس 

50 μl TMB B )1مدت چاهک اضافه شد و ب به هر 

دمای اتاق قرار داده شد. سپس ساعت در تاریکی در 

 H2SO4 ۵ میکرولیتر از 30منظور متوقف کردن واکنش ب

مولار به هر چاهک اضافه شد. در نهایت جذب نوری هر 

نانومتر خوانده  4۵0چاهک با استفاده از اسپکتوفتومتر در 

 ده قرار گرفت.بعنوان بلانک مورد استفا  BSA 2% شد و

 هاآنالیز آماری داده

( ANOVAها بوسیله آزمون یکطرفه )آنالیز آماری داده

 SPSSار افزها از نرممنظور مقایسه میانگین دادهانجام شد. ب

 .آزمون دانکن استفاده شد و Graphpad Prism5 و
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 نتایج و بحث

های طراحی شده در باکتری سازی سازهصحت همسانه

A.tumefasience ای پلیمراز و با واکنش زنجیره با انجام

-Pexigananاستفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن 

Iseganan  وPexiganan 127ترتیب با مشاهده قطعه هب 

جفت  109و قطعه  Pexigananجفت بازی مربوط به ژن 

روی ژل آگارز اثبات شد  Pexigananبازی مربوط به ژن 

ی به آگروباکتریوم با (. همچنین عدم حضور آلودگ2)شکل 

استخراج شده  DNAای پلیمراز روی انجام واکنش زنجیره

از گیاهان تراژن حاصل با استفاده از جفت آغازگرهای 

اختصاصی مربوط به ژنوم آگروباکتریوم انجام شد. عدم 

جفت بازی مربوط به ژنوم آگروباکتریوم  ۵29حضور قطعه 

 (.3 ها را اثبات کرد )شکلعدم آلودگی نمونه

 

 

فاده از )شکل ب( با است 2)شکل الف( و سازه  1ترانسفورم شده با سازه  A. tumefasienceاز  PCRنقوش الکتروفورزی محصول  -2شکل 

: نشانگر Mها، در هرکدام از شکل. pexiganan ،pexF/pexRو  pexiganan-iseganan ،pex-isF/pex-isRهای آغازگرهای اختصاصی ژن

 109محصول ) 2سازه  جفت بازی در شکل الف( و 127) محصول  1های باکتری ترانسفورم شده با سازه : نمونه 6تا  1های هکچا، bp100مولکولی 

  . PCR (O2H) .M:kb (Fermentas)1Gene Ruler TMDNA Ladder Mix نمونه کنترل منفی  7های هک جفت بازی در شکل ب(، چا

 

 

)شکل ب( با  2)شکل الف( و سازه  1استخراج شده از گیاهان تراژن ترانسفورم شده با سازه  DNAاز  PCRنقوش الکتروفورزی محصول  -3شکل

: نمونه کنترل منفی  -های با علامت، راهکbp 100: نشانگر مولکولی Mها، هرکدام از شکل (. درvirGآغازگرهای اختصاصی ژنوم آگروباکتریوم )

 PCR ا(O2Hچاهک ،) :+  کنترل مثبت های با علامتPCR اکتریوم() آگروب .M:kb 1Gene Ruler TMDNA Ladder Mix . 

(Fermentas) 

 

استخراج شده  DNAای پلیمراز روی انجام واکنش زنجیره

از گیاهان تراژن حاصل با استفاده از آغازگرهای اختصاصی 

و الکتروفورز  Pexigananو  Pexiganan-Isegananژن 

جفت بازی مربوط  127ه محصول بدست آمده وجود قطع

و  1در گیاهان تراژن با سازه  Pexiganan-Isegananبه ژن 

یاهان در گ Pexigananجفت بازی مربوط به ژن  109قطعه 

  (.4یید قرار داد ) شکل را مورد تأ 2تراژن با سازه 
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)شکل ب( با  2 )شکل الف( و سازه 1ده با سازه ترانسفورم ش استخراج شده از گیاهان تراژن DNAاز  PCRنقوش الکتروفورزی محصول  -4شکل

: نشانگر Mها، .  در هرکدام از شکلpexiganan ،pexF/pexRو  pexiganan-iseganan ،pex-isF/pex-isRهای آغازگرهای اختصاصی ژن

 109)محصول  2سازه  ر شکل الف( وجفت بازی د 127) محصول  1های باکتری ترانسفورم شده با سازه : نمونه 6تا  1های هک، چاbp100مولکولی 

 PCR ل منفی نمونه کنتر 7های هک چا) آگروباکتریوم(  PCR)شکل ب( : کنترل مثبت  9)شکل الف( و 11هک های چاجفت بازی در شکل ب(، 

(O2H):M kb (Fermentas)1Gene Ruler TMDNA Ladder Mix . . 

 

ب، های نوترکیدر فرآیند انتقال ژن جهت تولید پروتئین

های مختلف از اهمیت بالایی ترجیح کدونی بین گونه

برخوردار است و موفقیت یا شکست بیان و تولید 

های نوترکیب تا حد زیادی به این مورد وابسته پروتئین

های توالی مربوط به ژن. در این پژوهش [27]است 

Pexiganan-Iseganan  وPexiganan  بر اساس گیاه توتون

ر در گیاهان تراژن ای مورد نظهسازی شد. بیان ژنبهینه

حاصل از گیاهان تراژن  cDNAروی  PCR حاصل با انجام

-Pexigananهای با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن

Iseganan  وPexiganan  جفت  127با تکثیر قطعه قطعه

در گیاهان تراژن  Pexiganan-Isegananبازی مربوط به ژن 

ربوط به ژن جفت بازی م 109و قطعه  1با سازه 

Pexiganan  تایید شد ) شکل  2در گیاهان تراژن با سازه

۵ .) 

 

 

آغازگرهای  )شکل ب( با 2)شکل الف( و سازه  1سازه  شده از گیاهان تراژن حاصل سنتز cDNAاز  PCRنقوش الکتروفورزی محصول  -۵شکل 

: نشانگر مولکولی Mها، .  در هرکدام از شکلpexiganan ،pexF/pexRو  pexiganan-iseganan ،pex-isF/pex-isRهای اختصاصی ژن

bp100یاهان ترانسفورم شده گ:  6تا  1 هایهکچا جفت بازی در شکل الف( و 127) محصول  1ترانسفورم شده با سازه  : گیاهان 8تا  1های هک، چا

در  11هک ا، چPCR (O2H) کنترل منفی  :نمونه در شکل ب 8در شکل الف و  10های هک جفت بازی در شکل ب(، چا 109محصول ) 2سازه با 

 M: .Gene Ruler TMDNA Ladder Mix 1kb (Fermentas). در شکل ب: کنترل مثبت )آگروباکتریوم( 7شکل الف و 

 

 پکسیگانانو یزگانان ا-پکسیگانانتولید پپتیدهای نوترکیب 

 دمیکروبیـل با بررسی فعالیت ضـراژن حاصـاهان تـدر گی

 (.6ولید شده به اثبات رسید ) شکلپپتیدهای ت
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کروبی فعالیت ضدمی )شکل ب(. 2)شکل الف( و سازه  1های استخراج شده از گیاهان ترانسفورم شده با سازه فعالیت ضدمیکروبی پروتئین -6شکل

گیاهان تراریخت با  استخراج شده ازاز پروتئین کل  S :µg۵0های الف و ب ، . در شکلE.coli( حاصل از گیاهان تراژن علیه µg۵0پروتئین کل )

 آنتی بیوتیک کانامایسین. C+ :µg2۵0تخراج شده از گیاهان غیرتراریخت، : پروتئین اس-C. 2و سازه  1سازه 

 

نتایج حاصل از ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی پروتئین 

نشان دهنده اثر ضد استخراج شده از گیاهان تراژن حاصل 

 پکسیگانانو  ایزگانان-یگانانپکسمیکروبی بالای پپتیدهای 

نسبت به نمونه کنترل منفی ) پروتئین استخراج شده از 

مقایسه نتایج  (.1نمودارگیاهان توتون غیر تراژن( بود ) 

  ها باکتریایی شاملعلیه پاتوژن ضدمیکروبی های تست

E.coliو S.aureuse  پاتوژن قارچی ،A.niger مخمر و 
C.albicans یدهای نوترکیب اثر این پپت نشان داد

اثر ضد قارچ و مخمر  نسبت بهتری قوی ضدباکتریایی

اند که (. مطالعات قبلی نشان داده1دارند )نمودار 

-کتریاای علیه بدامنه فعالیت گسترده ایزگانانو  پکسیگانان

. [23 ,16, 4] های گرم مثبت و گرم منفی و مخمر دارند

 تخریبی ست مربوط به نحوه عملاین نتایج ممکن ا

تولید شده توسط موجودات متفاوت  پپتیدهای کاتیونیک

ها ، گیاهان و حیوانات روی غشای سلولی مانند باکتری

به  پپتیدهای ضدمیکروبی با اتصال . [2, 1]ها باشد باکتری

باعث  باکتری رید موجود در غشای سلولوپلی ساکالیپ

سنتز  تشکیل منافذی در غشای سلولی و سپس مختل شدن

DNA این فرآیند  .شوندوتئین درون سلول باکتری میرو پ

ی باعث همراه بهم ریختن نیروی اسمزی در سلول باکترب

. در این [23, 19]می شودو مرگ سلول باکتری تخریب 

مطالعه برای نخستین بار بررسی فعالیت ضدقارچی 

انجام  پکسیگانانو  ایزگانان-پکسیگانانپپتیدهای نوترکیب 

الیت ضدقارچی مطالعات بسیاری روی نحوه فع شد.

است. در مورد پپتیدهای انجام شده پپتیدهای ضدمیکروبی

ارچی نحوه فعالیت ضد ق پکسیگانانو  ایزگانان-پکسیگانان

ن مطالعه نشان همچنان نیاز به مطالعه دارد. بعلاوه نتایج ای

 ضدمیکروبی داری بین فعالیتداد که اختلاف معنی

نوترکیب تولید شده  پکسیگانانو ایزگانان -پکسیگانان

( پپتید نوترکیب 1وجود دارد. بر اساس نتایج )نمودار 

قویتری از  ضدمیکروبی خواص ایزگانان-پکسیگانان

دهد. نتایج بررسی خواص نشان می به تنهایی نانپکسیگا

 ،CAMPاین پپتیدها با نرم افزارهای ضدمیکروبی 

AntiBP2، APD3وAMPA   نیز نشان داده بود که

 نسبت بهقویتری  ضدمیکروبی خواص ایزگانان-پکسیگانان

به علت نحوه عمل  دارد. این نتایج احتمالاً پکسیگانان

ها ریب اختصاصی باکتریمنحصربفرد این پپتیدها در تخ

با اتصال این  ایزگانانو  پکسیگاناناست. عمل تخریبی 

ساکاریدی غشای سلولی باکتری و پپتیدها به دیواره لیپوپلی

 در نهایت تخریب سلول باکتری اتفاق می افتد. 
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داری بین فعالیت ضدباکتریایی اختلاف معناحاصل از دو سازه.  شده از گیاهان تراژنیب استخراج مقایسه فعالیت ضد میکروبی پروتئین نوترک -7شکل 

 E. coli (1112), S. aureus (1330), A. nigerها شامل و پاتوژن Yقطر هاله ممانعت کنندگی به سانتیمتر در محور   دو سازه وجود دارد.

 معنادار در نظر گرفته شده است. P value of ≤0.05در تمام موارد  نشان داده شده است. X در محور C. albicans (5027)و (5010)

 

اثر خود را از طریق  ی ضدمیکروبیپپتیدها حتی اگر

مسیرهای داخل سلولی مانند اثر روی مسیرهای سنتز 

DNA ،RNA  و پروتئین اعمال کنند بازهم میانکنش اولیه

 نیاز است ضدمیکروبیپپتید با غشای سلولی برای فعالیت 

-های هدف پپتیدها را تعیین میو این میانکنش دامنه سلول

-که غشای میکروارگانیسم کند. اکثر پپتیدهای ضدمیکروبی

پاتیک هستند، بدین معنا که دهند، آمفیها را هدف قرار می

باشند. این ویژگی باعث ها کاتیونیک و هیدروفوب میآن

لی با بار ایجاد میانکنش الکترواستاتیک اولیه با غشای سلو

پس از  ی ضد میکروبیپپتیدها لشود. عممنفی می

 شود. بخش هیدروفوب یکمیانکنش اولیه متوقف نمی

داخل ضپد میکروبی پپتید  ضد میکروبی به ورودپپتید 

کند. بنابراین میانکنش اصلی شامل غشای سلولی کمک می

ها های یونی و هیدروفوبیک است و این میانکنشمیانکنش

سته به دو ویژگی کاتیونیک و هیدروفوبیک بودن بیشتر واب

های هیدروفوبیسیتی و بررسی ویژگی . [34, 24]پپتید است

با  پکسیگانانو  ایزگانان-پکسیگانانکاتیونیک پپتیدهای 

نشان داد که پپتید حاصل از  ]APD3  ]26استفاده از

 (ایزگانان-پکسیگانان) یزگاناناو  پکسیگانانهمجوشی 

یل تواند یکی از دلاکاتیونی بالاتری دارد که می قدرت

پپتید  ضدمیکروبی احتمالی برای قویتر بودن خواص

نوترکیب تولید شده در این  ایزگانان-پکسیگاناننوترکیب 

تولید شده  پکسیگانانپژوهش نسبت به پپتید نوترکیب 

 باشد. 

  ایزگانان-پکسیگانانوترکیب پایداری دمایی پپتیدهای ن

نتایج تست پایداری دمایی : تولید شده پکسیگانانو 

نشان  پکسیگانانو  ایزگانان-پکسیگانانپپتیدهای نوترکیب 

 C°خود را تا دمای  ضدمیکروبی خواصداد که این پپتیدها 

(. و از آنجایی که 8 کنند )شکلبه خوبی حفظ می 100

دارو نیازمند استفاده از میزان  استفاده از این پپتیدها بعنوان

باشد بنابر این خالص سازی یکی معین از پپتید خالص می

از مراحل بسیار مهم تولید این پپتیدهای نوترکیب بعنوان 

سازی پپتیدهای نوترکیب مراحل خالص باشد.دارو می

سازی گیاهان شامل مراحل با شرایط خالصتولید شده در 

بعلاوه یکی از  .[12] باشدویژه ازجمله دمای بالا می

های میزبان تا راهکارهای پیشنهادی برای کاهش پروتئین

درجه سانتیگراد در پروسه  70-6۵رسوب دمایی در  90٪

. بنابراین [7] استبازیابی پروتئین نوترکیب تولید شده

سازی ز دمای بالا برای استخراج و خالصاستفاده ا
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 پکسیگانانو ایزگانان -پکسیگانانپپتیدهای نوترکیب 

ر باشد و هیچگونه تأثیری بو قابل اجرا می راهکاری مفید

پایداری دمایی پپتیدها ها ندارد. خاصیت ضدمیکروبی آن

های مهم نوترکیب تولید شده در دمای بالا یکی از ویژگی

-سازی پپتیدهای نوترکیب تولید شده در گیاه میدر خالص

 باشد. 

 

 

. نانکسیگاایزگانان و پ-پکسیگاناننوترکیب پپتیدهای  یگانان.  پایداری دماییانان و پکسگایز-پایداری دمایی پپتیدهای نوترکیب پکسیگانان -8شکل 

 C100˚و  C۵0 ،˚C7۵˚در دماهای   1شکل الف: تست ضدمیکروبی و نمودار مربوط به پرونئین استخراج شده از گیاهان تراریخت حاوی سازه 

اهای در دم 2ی سازه ط به پرونئین استخراج شده از گیاهان تراریخت حاوشکل ب:  تست ضدمیکروبی و نمودار مربو. E. coliباکتری  علیه 1مدت ب

˚C۵0 ،˚C7۵  و˚C100  علیه باکتری ساعت  1به مدتE. coli .ترل مثبت:غیرتراژن و کن: پروتئین استخراج شده از گیاهان کنترل منفی µg2۵0  از

 ر نظر گرفته شد.دار دیمعن P value ≤ 0.05 ر تمام موارد. دبیوتیک کانامایسینآنتی

 

ایزگانان و -تأیید حضور پپتیدهای نوترکیب پکسیگانان

پکسیگانان در پروتئین استخراج شده از گیاهان با 

بررسی حضور پپتیدهای نوترکیب  :استفاده از آزمون الیزا

ایزگانان و پکسیگانان در پروتئین استخراج -پکسیگانان

پروتئین سازی شده از گیاهان تراژن حاصل پس از خالص

و با انجام آزمون  His-tagاستخراج شده با استفاده از ستون 

الیزا صورت گرفت. پروتئین خالص شده  از گیاه غیرتراژن 

-Hisبعنوان کنترل منفی و یک پروتئین دارای سیگنال پپتید 

tag  بعنوان کنترل مثبت آزمون الیزا استفاده شدند. نتایج

های پپتید خالص نهنشان داد که میانگین جذب نوری نمو

 1شده ) با سه تکرار برای هر نمونه( برای هر دو سازه 

(1AR (pBI121-pexiganan-iseganan) و سازه )2 2AR 

(pBI121-pexiganan) طور معنی داری ب(P value ≤ 0.05) 

بیشتر از نمونه های پروتئین خالص شده از گیاهان 

عدم وجود  دهندهغیرتراژن است. همچنین نتایج الیزا نشان

بین میزان پپتید (  P value ≤ 0.05)اختلاف معنی دار 

 (. 9خالص شده از گیاهان حاصل از دو سازه بود ) شکل 
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نمودار مربوط به نتایج آزمون الیزا ) خوانش چگالی نوری  -9شکل 

ه از های پپتید خالص شد( نمونهnm4۵0  نتایج آزمون الیزا در طول

-pBI121-pexiganan)  1گیاهان تراژن حاصل از سازه 

iseganan( )1AR/S 2( و گیاهان تراژن حاصل از سازه 

(pBI121-pexiganan( )2AR/S که با برنامه)ANOVA  با

: -ترسیم شده است. کنترل Graphpad Prism5افزار استفاده از نرم

ین حاوی سیگنال : پروتئ+پپتید خالص شده از گیاهان غیرتراژن، کنترل

 P value ≤0.05در تمام موارد : بلانک. BSAو  His-tagپپتید 

 معنادار در نظر گرفته شده است.

 

هت ده جشهای پروتئین استفاده با توجه به نتایج الیزا نمونه

های ضدمیکروبی حاوی میزان تقریباً یکسانی از آزمون

د. بودنیزگانان و پکسیگانان ا-پپتیدهای نوترکیب پکسیگانان

ا سازی بدهنده کارآمدی سیستم خالصبعلاوه، نتایج نشان

ت متعددی در باشد. گزارشامی His-tagاستفاده از ستون 

از  سازی با استفادهاستفاده موفقیت آمیز از سیستم خالص

انند هایی مسازی پروتئیندر خالص His-tagستون 

MAP30 36 ,8[و لاکتوفرین وجود دارد [. 
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Production of pexiganan-iseganan and pexiganan recombinant 

peptides in tobacco plants 

Ataie-Kachoie E., Niazi A. and Aram F. 

Institute of Biotechnology, Shiraz University, Shiraz, I.R. of Iran. 

Abstract 

The evolution of pathogenic bacteria has led to the development of resistance 

mechanisms in many pathogens against conventional antibiotics, leading to the search 

for new therapeutic alternatives. Antimicrobial peptides (AMPs) are among the most 

promising alternative options to overcome the proliferation of antibiotic resistant 

pathogens. Pexiganan and Iseganan are two important antimicrobial peptides that 

exhibit rapid and potent lytic activity against a broad spectrum of pathogens. Software 

studies show that the fusion form of two peptides has much stronger antimicrobial 

properties than both of these peptides alone, so it has the potential to be introduced as a 

new peptide. The large-scale production of antimicrobial peptides remains a significant 

challenge. Heterologous expression in plant-based systems, also called plant molecular 

farming, offers cost-effective large-scale production of recombinant proteins and AMPs. 

In the present study, Pexiganan and a fusion peptide of Pexiganan-Iseganan are 

expressed in tobacco plants for the first time. The results of this study showed that 

Pexiganan-Iseganan recombinant peptide shows stronger antimicrobial activity than 

Pexiganan. Also, both recombinant peptides maintain their antimicrobial properties in a 

wide range of temperatures, which is very important for the purification of recombinant 

proteins in large-scale production in plant. 

Key words: Pexiganan-Iseganan and Pexiganan recombinant peptides, molecular 

farming, antimicrobial activity, tobacco.  


