
 

 

 

 هٌْذعی صًتيک ٍ ایوٌی سیغتی

ISSN     -      چبپی 

ISSN     -      الکتريویکی 

 97، بْبر ٍ تببغتبى  1،  ؽوبرُ 7دٍرُ 

 91-102صفحِ 

 
Genetic Engineering and Biosafety 

Journal 
Volume  , Number   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 ثیبى،

 ثیبى پشٍکبسیَتی، 

 شٍتئیي ًَتشکیت،پ 

  فشًگیای گَخٍِیشٍع پظهشدگی لکِ 

 

 چکيده

 

 

 

 

 در فرنگیگوجه ایلکه پژمردگی ویروس نوکلئوکپسید ژن بیبن مقبیسه

 E. coli ببکتری سویه دو

 

Comparison of Tomato spotted wilt virus nucleocapsid gene 

expression in two different strains of E. coli  

 

 ، امیذ عیىی*زَرا زائر، دايد کًلیًوذ

Zahra Zaer, Davoud Koolivand, Omid Eini 

 

 بى، ایشاى داًـگبُ صًد ، داًـکذُ کـبٍسصی، ؿکیگشٍُ گیبّپض

Department of Plant Protection, Faculty of Agriculture, University of Zanjan, Iran 

 

 koolivand@znu.ac.ir :الکتشًٍیکی پؼت ل،هؼئَ ًَیؼٌذُ* 

 ( 12/8/97 :پزیشؽ تبسیخ - 7/7/97 :دسیبفت تبسیخ)

 

 

 
 

 

-ّبیی هیّب دارای هحذٍدیتزٍطّبی تَليذ آًتی ببدی بزای کبربزد در ٍیاس آًدبیی کِ رٍػ

ؽَد. در صى اًدبم هیپَؽؾی در عيغتن پزٍکبریَتی بِ هٌظَر تَليذ آًتی ببؽذ، بيبى پزٍتئيي

ای گَخِ فزًگی اس یک خذایِ بَهی در پضٍّؼ حبضز صى ًَکلئَکپغيذ ٍیزٍط پضهزدگی لکِ

-pTG  TSWVيذ در عبسُ عبسی، قطعِ هزبَط بِ صى ًَکلئَکپغایزاى تکثيز ؽذُ ٍ پظ اس ّوغبًِ

N ّبی بب آًشینBamHI  ٍXhoI  خبرج ؽذ ٍ در حبهل بيبًیpET  a(+)  ّبی ِ بب آًشینیبفتبزػ 

BamHI ٍXhoI  ًِعبسی ؽذ. عپظ، عبسُ ّوغبpET  TSWV-N ِّبی بِ عَیBL  (DE )  ٍ

BL  (DE ) pLysS  اس ببکتزیE. coli بدُ اس القبی پيؾبز اًتقبل یبفت. بيبى صى ًَکلئَکپغيذ بب اعتف

ّبی در ّز دٍ عَیِ صَرت گزفت. چْبر عبعت پظ اس القب، هحيط IPTG هَلار بب غلظت یک هيلی

آٍری ؽذًذ ٍ هحتَای پزٍتئيٌی اعتخزاج ؽذُ اس دٍ عَیِ هذکَر در کؾت ببکتزیبیی خوع

-اُ بزچغبؽذُ بِ ّوز بىيب ييپزٍتئ یبب تَخِ بِ ٍسى هَلکَلالکتزٍفَرس عوَدی بزرعی ؽذًذ. 

 در لَدالتَىيک 48بِ اًذاسُ حذٍد  یٌياضبفِ ؽذُ بَد، پزٍتئ ييبِ پزٍتئ ذيکِ اس پلاعو ّبیی

 ِیدر دٍ عَ ذيصى ًَکلئَکپغ بىياس ب یحبک قيتحق يیا حیهؾبّذُ ؽذ. ًتب یالکتزٍفَرس عوَد

  BL  (DE )ًغبت بِ  BL  (DE ) pLysS ییبیببکتز ِیدر عَ ييپزٍتئ بىيب کِيهذکَر بَد در حبل

 بَد.   ؾتزيب

  

 َبی کلیذی ياشٌ
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  مقدمه

 1919ثشای اٍلیي ثبس دس ػبل   ای گَخِ فشًگیثیوبسی پظهشدگی لکِ

 (.     .Shoshtari et alؿذ ) دس اػتشالیب تَػظ ثشیتل ثلٌک گضاسؽ

تَػظ ػبهَئل ٍ ّوکبساى  1930ٍیشٍػی ثَدى ثیوبسی دس ػبل 

(. اٍلیي گضاسؽ ػلوی هجٌی      .Nascimento et alهـخق ؿذ )

 Tomato spottedفشًگی ))ای گَخِد ٍیشٍع پظهشدگی لکِثش ٍخَ

wilt virus (TSWV دس ایشاى تَػظ ثٌبًح ٍ ّوکبساى دس ػبل )

ثب  TSWV (. ٍیشٍع     .Shoshtari et alاسائِ ؿذ ) 1375

ّبی هَلکَلی تَػظ آغبصگشّبی هجٌی ثش طى اػتفبدُ اص سٍؽ

ؿٌبػبیی ؿذ اص هٌبعق غشثی ایشاى  1395ًَکلئَکپؼیذ دس ػبل 

(Abadkhah et al.      دس عجیؼت ایي ٍیشٍع تَػظ تؼذادی اص .)

تکثیشی اًتقبل  -ٍ ثِ سٍؽ گشدؿی ّبی  تشیپغ  ثِ ؿیَُ  پبیبگًَِ

(. هَثشتشیي ًبقل ایي ٍیشٍع تشیپغ گل      .Kim et alیبثذ )هی

 Thripsٍ تشیپغ پیبص ) (Frankliniella occidentalis)غشثی 

tabaciاػت ). (Angle et al.      کِ ثبػث گؼتشؽ خْبًی ایي )

ّب ًـبى دادُ اػت کِ ایي ٍیشٍع ثَػیلِ ؿًَذ. پظٍّؾٍیشٍع هی

 ;     .Broughton et alثزس ٍ داًِ گشدُ قبثلیت اًتقبل ًذاسد )

Dougall and Tesoriero      ٍیشٍع .)TSWV  ثبػث آػیت

ٍیظُ ػجضیدبتی خذی ثِ عیف ٍػیؼی اص گیبّبى هْن اقتلبدی ثِ 

ؿَد. ػلائن ًبؿی اص ایي هبًٌذ گَخِ فشًگی ٍ ػیت صهیٌی هی

ّبی ػیبُ سٍی ٍیشٍع هتٌَع اػت ٍ ؿبهل لکِ حلقَی، سگِ

ّب ٍ ػبقِ، لکِ ثشگی ًکشٍتیک ٍ ػشخـیذگی اًتْبیی ّؼتٌذ ثشگچِ

(Lian et al.     .) 

اص ساػتِ   Tospoviridaeایي ٍیشٍع ػضَی اص خبًَادُ 

Bunyavirales  ( اػتAnonymous.      پیکشُ ٍیشٍػی دس .)

ًبًَهتش ثَدُ ٍ داسای ػبختبس کشٍی هتلل ثِ غـب  80-120ػبیض 

ای ای تک سؿتِؿبهل ػِ ثخؾ آساى TSWVلیپیذی ّؼتٌذ. طًَم 

(ssRNA)  اػت کِ ؿبهل قغؼبتL-RNA (    kb) ،M-RNA 

(   kb)  ٍkb) (SRNA      ( .ّؼتٌذLian et al.     .) L-RNA 

 RNA depended RNA polymeraseیک سؿتِ هٌفی اػت کِ آًضین 

(RdRp)  سا کذ کشدُ ٍ ًقؾ هْوی دس تکثیش ٍیشٍع داسد(De 

Hann et al.      ِدس هقبثل ّش دٍ قغؼ .)M  ٍS ٍآهجی ػٌغ ثب د ،

چْبس چَة خَاًؾ ّؼتٌذ، کِ ثبػث کذ گزاسی سؿتِ ٍیشٍػی ٍ 

 ;     .De.Hann et al)ؿًَذ یک سؿتِ هکول ٍیشٍػی هی

Kormeling et al.     )  ِقغؼM-RNA گلیکَپشٍتئیي ،Gn    ٍ

Gc  کِ دس اًتقبل ٍیشٍع ثب ًبقل ٍ یک پشٍتئیي غیش ػبختوبًی ثٌبم

NSm کِ دس حشکت ػلَل ثِ ػلَل ٍیشٍػی ًقؾ داسد سا کذ هی-

(. دس هقبثل ثخؾ       (.Soellick et al.     ; Snipp et alکٌذ 

S-RNA  یک پشٍتئیي غیش ػبختوبًی ثٌبم NSs  کِ دس ػشکَثی

سا  Nخبهَؿی طى ًقؾ داسد ٍ یک پشٍتئیي دیگش ثٌبم  ًَکلئَکپؼیذ 

(. ایي پشٍتئیي چٌذ ًقؾ داؿتِ ٍ      .Bucher et alکٌذ )هیکذ 

دس تٌظین ًؼخِ ثشداسی، ّوبًٌذ ػبصی، دس ػبختوبى رسُ ٍ پَؿؾ 

 سد. ای طًَهی ًقؾ داداس کشدى آساى

ّب ّبی هختلف تـخیلی کِ ثشای ؿٌبػبیی ٍیشٍعدس هیبى سٍؽ

ّبی پشکبسثشد ّبی ػشٍلَطیکی یکی اص سٍؽسًٍذ، سٍؽثِ کبس هی

ّبی ػشٍلَطیکی هبًٌذ آصهَى الایضا ثِ (. سٍؽ     Hullاػت )

ّب هَسد اػتفبدُ عَس هؼوَل ثشای غشثبلگشی تؼذادی صیبدی اص ًوًَِ

-ّب هؼشف اكلی دس الایضا ّؼتٌذ کِ اص آًتیبدیثگیشد. آًتیقشاس هی

آیٌذ. اهب طى ٍیشٍػی ثذػت هیػشم خبلق ػبصی ؿذُ دس ثشاثش آًتی

گیش ثبؿذ خبلق ػبصی ٍیشٍع اص گیبُ هوکي اػت یک فشآیٌذ صهبى

ٍ گبّی اٍقبت هوکي اػت ًتبیح ًبهغلَثی دس خلَكیبت ٍ غلظت 

دّذ، صیشا هوکي اػت ػشم اسائِ داؿتِ ٍ ٍیظگی هتفبٍتی اص آًتی

ّبی گیبّی خلَف ٍیشٍع خبلق ؿذُ هتغیش ٍ ّوشاُ ثب پشٍتئیي

(. ػلاٍُ ثش ایي تدْیضاتی هبًٌذ      .Fajardo et alاػت )

ّب ثِ اٍلتشاػبًتشیفَط ػشػت ثبلا هوکي اػت دس ثشخی آصهبیـگبُ

ٍیظُ دس کـَسّبی دس حبل تَػؼِ دس دػتشع ًجبؿذ. پیـشفت دس 

ّبی ثبدی دس ثشاثش طىای ًَتشکیت، آهبدُ ػبصی آًتیىاتکٌَلَطی دی

ّبی تش کشدُ اػت. ثیبى طىٍیشٍػی هبًٌذ پشٍتئیي پَؿـی سا تؼْیل

ًؼجتبً ػبدُ، ػشیغ ٍ اسصاى ثشای تَلیذ  E. coliخبسخی  دس ػیؼتن 

تش ثبلاتش حذاقل اكلاحبت پغ اص هقبدیش صیبدی پشٍتئیي ثب کیفیت

ّبی ًَتشکیت ثِ ثِ عَس کلی پشٍتئیي (.     Hartleyتشخوِ اػت )

ّبی اختلبكی ثشای ایوي ػبصی دس حیَاًبت ثشای طىػٌَاى آًتی

ّبی اختلبكی ٍیشٍػی ثب کیفیت هَسد ثبدیثذػت آٍسدى آًتی

ّب ثِ عَس ثبدی(. ایي آًتی     .Nickel et alگیشًذ )اػتفبدُ قشاس هی

ّب، دس یشٍعّبی ػشٍلَطیکی ثشای تـخیق ٍگؼتشدُ دس سٍؽ
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ّبی ثؼیبس حؼبع هبًٌذ ٍػتشى ثلات هغبلؼبت هختلف ٍ دس تکٌیک

 (. (     .Iima et al.     ; Lima et alکبسثشد داسًذ

ّبی ػٌتی ثبدی ثِ سٍؽّبیی کِ دس تْیِ آًتیثب تَخِ ثِ هحذٍدیت

ٍخَد داسد ٍ ّوچٌیي اػتفبدُ اص یک خذایِ ثَهی ثِ هٌظَس تَلیذ 

طى ثشای ل دس ایي ساػتب تْیِ پشٍتئیي ثِ ػٌَاى آًتیثبدی گبم اٍآًتی

ثبدی اػت. دس ایي تحقیق طى ًَکلئَکپؼیذ ٍیشٍع تَلیذ آًتی

TSWV ًِػبصی دس پلاػویذ ثیبًی دس دٍ اػتشیي اص پغ اص ّوؼب

 BL  (DE )   ٍBL  (DE ) pLysSثٌبم  E.coliػیؼتن ثبکتشیبیی 

ّش دٍ اػتشیي ثب یکذیگش  ثیبى ؿذ، ػپغ هحتَای پشٍتئیٌی ثیبًی، دس

 هقبیؼِ ؿذًذ.

 

  َب ريش ي مًاد

 َبی ببکتریبیی مىبع يیريسی ي سًیٍ

ثبصدیذ ثِ ػول آهذ ٍ ثب  صًدبى اػتبى یفشًگگَخِثشخی هضاسع  اص

ّبی تَخِ ثِ هـبّذُ ػلاین هـکَک ثِ آلَدگی ٍیشٍػی ًوًَِ

 100اص حذٍد  ایاػتخشاج آساىآٍسی ؿذًذ. گیبّی هـکَک خوغ

 یآلَدُ، هغبثق ثب سٍؽ چْبسم سٍحبً ّبیًوًَِثبفت  گشمیلیه

(Rowhani et al.     .اًدبم ؿذ ) هکول اص  ایاىیػبخت د یثشا

 cDNA ػٌتض ػبخت تیٍ ک اختلبكی ّبیآغبصگشیکی اص 

(HyperScriptTM) ػبخت ؿشکت GeneAll  ثب حدن  یدس ٍاکٌـ

 ثب  هشاصیپل ایشُیٍاکٌؾ صًد. اػتفبدُ ؿذ تشیکشٍلیه 10 ییًْب

 فشًگیگَخِ ایلکِ یپظهشدگ شٍعیٍ یاختلبك یآغبصگشّب

  تشیکشٍلیه 25/6ؿبهل  تشیکشٍلیه 5/12 یی( دس حدن ًْب1)خذٍل 

Master mix  ػبخت ؿشکتAmpliqon ،25/0 اص  تشیکشٍلیه

 هَلاس،یلیه 10ثب غلظت  یٍ هؼکَع اختلبك نیهؼتق یآغبصگشّب

 ضُیًَیآة د تشیکشٍلیه 75/3کول الگَ ٍ ه ایاىید تشیکشٍلیه 2

 ػبصیهشحلِ ٍاػشؿت کیثِ كَست  آسػییاًدبم ؿذ. ثشًبهِ پ

 C°دس  ِیثبً 30 ػبصیٍاػشؿت قِ،یدق 2 یثشا C 94°یدس دهب ِیاٍل

 35 یثشا  C 72° دس  ِیثبً 30ٍ ثؼظ  C 50°دس  ِیثبً 30، اتلبل 94

اًدبم  C 72° دس قِیدق 10ثِ هذت  ییهشحلِ ثؼظ ًْب کیٍ  کلیػ

   pTGتکثیش ؿذُ دسٍى پلاػویذ  آسػیی. هحلَلات پذیگشد

ّوؼبًِ ػبصی ؿذ ٍ خْت تؼییي تَالی ٍ اعوٌیبى اص قغؼِ تکثیش 

 اسػبل ؿذ. یکشُ خٌَث Bioneer شیًَیثِ ؿشکت ث ؿذُ

ٍیشٍع پظهشدگی  Nّبی عشاحی ؿذُ طى ًَکلئَکپؼیذ آغبصگشتَالی  -1جذيل 

 فشًگیای گَخِلکِ

Table  - Specific primers for nucleocpaside genes (N) of 

Tomato spotted wilt virus 

Primer sequence 

TSWVNF  ˊATCGGATCCATGTCTAAGGTTAAGCTCAC ˊ 
TSWVNR  ˊATCCTCGAGTTAAGCAAGTTCTGTGAGTTTTGC ˊ 

 

کِ حبٍی طى کبهل  pTG  TSWVNثشای اداهِ کبس اص ػبصُ 

َد اػتفبدُ ؿذ.ثب تَخِ ثِ آغبصگشّبی ث TSWVًَکلئَکپؼیذ 

ٍ  BamHI( کِ داسای هحل اثش TSWV-F-TSWV-Rاختلبكی )

XhoI ّبی هزکَس اص پلاػویذ خبسج ثَدًذ، طى ًَکلئَکپؼیذ ثب آًضین

ّبی ػَیِ E.coliؿذ. ثِ هٌظَس ثیبى پشٍتئیي دس ػیؼتن 

BL  (DE )  ٍBL  (DE ) pLysS  ِاًتخبة ؿذًذ. ّش دٍ ػَی 

BL  (DE ) pLysS ا پلیوشاص داسای طى آساىT   قبثل القب ثبIPTG 

(Isopropyl β-D- -thiogalactopyranoside) ثبؿٌذ. ػَیِ داسای هی

-کٌذ کِ هْبس کٌٌذُ عجیؼی آسسا کذ هی  T، لیضٍصین pLysSپلاػویذ 

ّبی ّذف تحت کٌتشل ای طىثَدُ ٍ ثیبى پبیِ  Tای پلیوشاص اى

 E.coliّبی هؼتؼذ ثبکتشیبیی کٌذ. ػلَلسا ػشکَة هی  T پیـجش

ّبی هختلف هَسد اػتفبدُ دس ایي تحقیق عجق   دػتَسالؼول ػَیِ

(Chung et al.     ) .تْیِ ؿذًذ 

 pET  a-TSWV-Nسبخت سبزٌ بیبوی 

 ثِ هٌظَس ثِ دػت آٍسدى حدن هٌبػت ثشای ثشؽ آًضیوی، ػبصُ

َک حشاستی ػبختِ ؿذُ ٍ پلاػویذ ثیبى ثب اػتفبدُ اص سٍؽ ؿ

(Chung et al.     )  ثِ ثبکتشیE.coli  ِػَیDH ᾳ  .هٌتقل ؿذًذ

ّب سٍی هحیظ کـت خبهذ، ثِ هٌظَس اػتخشاج پغ اص حلَل پشگٌِ

هبیغ كَست گشفت. اػتخشاج  LBپلاػویذ کـت ؿجبًِ دس هحیظ 

ّبی سؿذ کشدُ دس هحیظ کـت پلاػویذ ثب سٍؽ لیض قلیبیی اص پشگٌِ

هیکشٍلیتش ثشای  40آًضیوی دس حدن  هبیغ كَست گشفت. ثشؽ

pTG  -TSWVN  پلاػویذ ٍpET  a(+) ّبی ثشؿی ثب آًضین

BamHI   ٍXhoI   دسخِ  37ػبػت دس ثي هبسی دس دهبی  3ثِ هذت

آس سٍی طل آگبسص یک ػیػپغ هحلَل پی ػبًتی گشاد اًدبم ؿذ.

قغؼِ خبسج ؿذُ اص ػبصُ دسكذ الکتشٍفَسص ؿذًذ. 
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pTG  TSWVN ٌَاى طى کبهل ًَکلئَکپؼیذ ٍ پلاػویذ خغی ثِ ػ

 TM Gel SV، اص طل آگبسص عجق دػتَسالؼول کیت (+)pET  aؿذُ 

 Gene All® Expre  ػبخت ؿشکت کشُء خٌَثی خبلق ػبصی

   pETثیبى  ؿذًذ. پغ اص اػتخشاج قغؼِ هَسد ًظش ٍ پلاػویذ

غؼِ ق ّبی هزکَس اص طل آگبسص، ثب تَخِ ثِ غلظتثشؽ یبفتِ ثب آًضین

ای پلاػویذی ٍاکٌؾ اتلبل دس حضَس آًضین اىطى هَسد ًظش ٍ دی

T DNA  ِّبی لیگبص دس حدن ًْبیی دُ هیکشٍلیتش اًدبم ؿذ. لَل

حبٍی ٍاکٌؾ اتلبل پغ اص قشاس گشفتي حذٍد دٍ ػبػت دس دهبی 

دسخِ ػبًتیگشاد ثِ كَست ؿجبًِ دس دهبی چْبس دسخِ ػبًتیگشاد  16

 قشاس دادُ ؿذًذ. 

ّبی هخلَط ٍاکٌؾ اتلبل، ثِ سٍؽ ؿَک حشاستی ثِ ػلَلػپغ 

 .Chung et al).هٌتقل ؿذ  DH ᾳػَیِ   E.coliهؼتؼذ تکثیشی 

ّبی ثبکتشی حبٍی پلاػویذ ثِ هٌظَس تـخیق کلٌی (    

خْت ثشسػی ًتیدِ تشاسیضؽ ٍ ٍاسد ؿذى كحیح قغؼِ ٍ  ًَتشکیت

ایي تفبٍت کِ ثِ آس اػتفبدُ ؿذ ثب ػیپی -، اص آصهَى کلٌیدس حبهل

ّبی ػفیذ ثبکتشیبیی اػتفبدُ ؿذ. اخضای ا الگَ اص کلٌیاىخبی دی

هیکشٍلیتش، هحتَی  75/3آس، ؿبهل آة ثِ هقذاس ػیٍاکٌؾ پی

 ، آًضین   dNTPs) ،Mgclهیکشٍلیتش کِ هخلَط 25/6هؼتشهیکغ 

Taq DNA polymerase  ٍ ثبفشX10ّبی هؼتقین ٍ ( آغبصگش

هیکشٍلیتش، دس  25/0ؼیذ ٍیشٍػی، ثِ هقذاس هؼکَع طى ًَکلئَکپ

پیکَهَل ٍ یک پشگٌِ ػفیذ اص کلٌی ثبکتشیبیی اضبفِ ؿذ.  10غلظت 

دقیقِ   6ثِ هذت  C 94°آس ؿبهل یک ػیکل دس دهبی ػیثشًبهِ پی

 25دقیقِ ثِ هذت  94ػیکل دس دهبی  35ثِ هٌظَس ٍاػشؿت ػبصی، 

ثبًیِ   35گشاد ثِ هذت دسخِ ػبًتی  C  50°ثبًیِ ٍ دهبی اتلبل دس 

اًدبم ؿذ. اتلبلات ٍ ثؼظ  ثبًیِ  35گشاد ثِ هذت دسخِ ػبًتی72ٍ 

دقیقِ  10ٍ  7ثِ هذت صهبى  C 72  ٍ12°ًْبیی ٍاکٌؾ ثِ تشتیت دس 

دس ًْبیت هحلَلات سٍی طل آگبسص یک دسكذ  كَست گشفت. 

ّبی هثجت الکتشٍفَسص ٍ هـبّذُ ؿذ. ّوچٌیي ثشای غشثبل کلًَی

لاػویذ ثیبى ٍ طى ًَکلئَکپؼیذ پغ اص اػتخشاج پلاػویذ اص حبٍی پ

  BamHI   ٍXhoIّبی ّب ثشؽ آًضیوی ثب اػتفبدُ اص آًضینکلًَی

 كَست گشفت ٍ هحلَل ثشؽ دس طل آگبسص الکتشٍفَسص ؿذ.

ثِ هٌظَس تؼییي تَالی قغؼِ ّوؼبًِ ػبصی ؿذُ دس پلاػویذ ثیبى، 

جت سٍی هحیظ کـت حبٍی ّبی ػفیذ هثاػتخشاج پلاػویذ اص کلٌی

 ®Gene All)ثِ سٍؽ کیت   µg/ml 100ػیلیي ثب غلظت آهپی

Expre   p TM Plasmid mini)  ُخٌَثی  ػبخت ؿشکت کش

 كَست گشفت. دس ًْبیت هقذاس ٍ غلظت هٌبػت اص پلاػویذ

   Tاػتخشاج ؿذُ ثشای تؼییي تَالی ثب اػتفبدُ اص آغبصگشّبی  پیـجش

 ى کشُ خٌَثی اسػبل ؿذ.ؿشکت هبکشٍط ثِ   T ٍ خبتوِ دٌّذُ 

  BL  (DE ) pLysSي  BL  (DE )بیبن در دي سًیٍ ببکتریبیی 

پغ اص ثشسػی كحت دسج قغؼِ دس پلاػویذ حبهل، ػول تشاسیضؽ 

 E.coliّبی هؼتؼذ ثِ ػلَل  pET-TSWV-Nپلاػویذ ًَتشکیت 

ثِ ٍػیلِ  BL   (DE )  ٍBL  (DE ) pLysSّبی ثیبًی ػَیِ

. ػِ هیکشٍلیتش (     .Chung et al)ستی كَست گشفت ؿَک حشا

هیکشٍلیتش اص  100ثِ  pET  a-TSWV-Nاص پلاػویذ ًَتشکیت 

 BL  (DE )   ٍBL  (DE )ػَیِ  E.coli ّبی هؼتؼذػلَل

pLysS   تشاسیضؽ ؿذ. ػپغ ثِ هٌظَس غشثبلگشی، ػول کـت سٍی

ثب ػیلیي حبٍی آهپی BL (DE )خبهذ کِ ثشای ػَیِ  LBهحیظ 

حبٍی  BL  (DE ) pLysSٍ ثشای ػَیِ  µg/ml 100 غلظت ٍ 

 µg/ml ثب غلظت کلشاهفٌیکل ػیلیي ثب غلظت هزکَس ٍ ّوچٌیي آهپی

ّبی ػفیذ اص ّش دٍ پتشی ثِ عَس اػتفبدُ ؿذ. ػپغ پشگٌِ 34 

 ثشای ثیبى اػتفبدُ ؿذ. تلبدفی اًتخبة ٍپغ اص تبییذ ٍخَد قغؼِ

 BL   (DE )ي   BL  (DE )یٍالقبی بیبن پريتئیه در دي سً

pLysS 

ّبی ػفیذ حبٍی پلاػویذ ًَتشکیت هشثَط ثِ دٍ ػَیِ پشگٌِ

BL  (DE )   ٍBL   (DE ) pLysS  ٍثِ عَس خذاگبًِ دس د

ػیلیي، ٍ هبیغ ثِ تشتیت حبٍی آًتی ثیَتیک آهپی LBهحیظ کـت 

ػیلیي ٍ کلشاهفٌیکل، ثِ هذت یک ؿت دس دػتگبُ ؿیکش آهپی

دس دقیقِ،   rpm 200)گشاد ثب دٍس)دسخِ ػبًتی 37دس دهبی اًکَثبتَس 

ثِ هٌظَس سؿذ ًگْذاسی ؿذًذ. ػپغ کـت هدذد  دٍ ػَیِ ثبکتشی 

ّبی هزکَس، خْت سػیذى ثیَتیکهبیغ حبٍی آًتی LBدس دٍ هحیظ 

OD ثِ هذت دٍ الی ػِ ػبػت دس   6/0-5/0ّبی ثبکتشیبیی ثِ ػلَل

كَست گشفت. پغ اص  دس دقیقِ  200( rpmؿیکش اًکَثبتَس ثب دٍس)

هَسد ًظش، اص ّش دٍ هحیظ  یک  ODّبی ثبکتشیبیی ثِ سػیذى ػلَل

لیتش ثِ ػٌَاى صهبى كفش گشفتِ ؿذ. خْت ثیبى پشٍتئیي  ٍ ًین هیلی

ثب غلظت  ًْبیی ًین، یک ٍ  IPTGدس ؿشایظ ثْیٌِ، ثِ ّش دٍ هحیظ  

دسخِ  37دهبی  دس  Tهَلاس ثِ هٌظَس القبی پیـجش یک ٍ ًین هیلی
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گشاد ثِ هذت صهبى ّبی  ػِ، چْبس، ؿؾ ٍ ؿبًضدُ ػبػت دس ػبًتی

ؿیکش اًکَثبتَس، اضبفِ ؿذ. پغ اص اتوبم هذت صهبى ثیبى، سػَة 

دس   13000 (rpm) دقیقِ دس دٍس  15ّبی ثبکتشیبیی  ثِ هذت ػلَل

 -C 20°گشاد خوغ آٍسی ؿذ ٍ دس فشیضسدهبی چْبس دسخِ ػبًتی

ًذ.  ػپغ ثِ هٌظَس ثشسػی ثْتشیي صهبى ثیبى پشٍتئیي، ًگِ داسی ؿذ

 160ّبی هختلف، دس ثبکتشیبیی هشثَط ثِ صهبى ّبیسػَة

هیکشٍلیتش اص  20هیکشٍلیتش  ثبفش ًوًَِ ػَػپبًؼیَى ؿذ ٍ حدن 

 ثشسػی ؿذ. SDS-PAGEپشٍتئیي اػتخشاج ؿذُ دس 

 تخمیه پريتئیه در فبز محلًل ي وبمحلًل

ی هحلَل ٍ سػَة دٍ ػَیِ هزکَس، دس ًْبیت کل هحتَای پشٍتئیٌ

هیکشٍلیتش اص  ثبفش لیض کٌٌذُ اػتخشاج ؿذ، ثذیي  80تَػظ  افضٍدى 

ّب ثِ هٌظَس پغ اص افضٍدى ثبفش لیض کٌٌذُ ثِ سػَة ػلَلی، ػلَل

دسخِ  42تب  37تشتیت دس ًیتشٍطى هبیغ فشیض ٍ دس حوبم ػلَلی 

 (rpm)حبكلِ دس دٍس  گشاد اًکَثِ ؿذًذ. ػپغ ػَػپبًؼیَىػبًتی

گشاد ػبًتشیفَط ثِ هذت دُ دقیقِ دس دهبی چْبسدسخِ ػبًتی13000

ؿذ، هحلَل سٍیی ٍ فبص صیشی کِ حبٍی هحتَای پشٍتئیٌی ثبکتشی 

ًگْذاسی  -C 20°ّبی ثؼذی دس  فشیضساػت ثشای  تدضیِ ٍ تحلیل

     ؿذًذ. 

عمًدی بررسی بیبن پريتئیه وًترکیب بب استفبدٌ از الکتريفًرز 
SDS-PAGE  

 ّبی پشٍتئیٌی اػتخشاج ؿذُ  ثِهیکشٍلیتش اص ًوًَِ 40تب  20حذٍد 

 4ثِ هذت  پلی آکشیل آهیذ   %12دس طل  (     Laemmli)سٍؽ 

الکتشٍفَسص ؿذ. سًگ آهیضی ثب هحلَل  V100 ثب ٍلتبط  ػبػت 

هتبًَل، اػیذ اػتیک ٍ آة هقغش اػتشیل کِ حبٍی آثی ) کَهبػی ثلَ

( ثِ كَست ؿجبًِ كَست دسكذ ثَد 1/0ثب غلظت ًْبیی کَهبػی 

هتبًَل، اػیذ اػتیک ٍ گشفت. ػپغ ؿؼتـَ ثب هحلَل سًگ ثشی )

( ثِ فبكلِ ػِ ثبس، ّش یک  ػبػت،  ثش سٍی ؿیکش آة هقغش اػتشیل

ّبی ثیبًی كَست اًکَثبتَس لشصاى ثِ هٌظَس آؿکبس ػبصی  پشٍتئیي

 گشفت. 

 

 

 

  ي بحثوتبیج 

اتلبل آغبصگشّب،  یدس دهب ییدهب ػبصیٌِیشحلِ ثْپغ اص چٌذ ه

طى  یثِ الگَ( ثشا آغبصگشّبؿذى )اتلبل  ذیجشیّ یدهب يیثْتش

اًتقبل  دِیًت دس ذیگشد نیتٌظ گشادػبًتیدسخِ 52 ذیًَکلئَکپؼ

تکثیش ؿذُ  DNAاتلبل قغؼِ  ،ذیطى ًَکلئَکپؼ DNAقغؼبت 

ثِ  فشًگیگَخِ ایلکِ یپظهشدگ شٍعیاص ٍ ّبییِیخذاهشثَط ثِ 

  .هشثَعِ سا ًـبى داد pTG  -Tٍکتَس 

  pTG  -TSWV-Nی ٍ ػبصُ (+)pET  aثشؽ آًضیوی حبهل ثیبًی 

، ًیبص (+)pET  aخْت اتلبل قغؼِ طى ًَکلئَکپؼیذ ثِ حبهل ثیبًی 

ثِ خغی ؿذى پلاػویذ ثیبًی ٍ خذاػبصی قغؼِ طى ًَکلئَکپؼیذ اص 

ّبی ی تَػظ آًضینپغ اص ثشؽ آًضیوثَد.    pTGپلاػویذ 

BamHI  ٍXhoI  ِای ثِ عَل قغؼ bp5900  هشثَط ثِ حبهل ثیبًی

 (+).کِ حبکی اص خغی ؿذى ایي پلاػویذ ثَد دس ًوًَِ پلاػویذ

pET  a  هـبّذُ ؿذ. ّوچٌیي دس ثشؽ ػبصُء pTG  -TSWV-

Nای ثِ عَلّبی هزکَس قغؼِ، پغ اص ثشؽ ثب آًضینbp  2880 

کِ   bp 800ٍ قغؼِ دیگشی ثِ اًذاصُ    pTG هشثَعِ ثِ پلاػویذ

ًـبى دٌّذُ  خذاػبصی طى ًَکلئَکپؼیذ ثَد هـبّذُ ؿذ. ًتبیح 

الکتشٍفَسص پلاػویذّبی ثشؽ یبفتِ حبکی اص خغی ؿذى پلاػویذ 

اص  TSWV-Nٍ سّب ػبصی طى ًَکلئَکپؼیذ  (+)pET  aثیبًی 

 .   ثَد   pTGحبهل 

بٍ حبمل بیبوی  TSWV-Nَمسبوٍ سبزی شن وًکلئًکپسیذ 
pET  a(+)   

پغ اص اػتخشاج قغؼِ هَسد ًظش ٍ حبهل ثیبًی اص طل آگبسص، ّوؼبًِ 

 (+)pET  aػبصی قغؼِ هَسد ًظش عی ٍاکٌؾ اتلبل ثِ حبهل ثیبًی 

كَست گشفت. ػپغ هحلَل ًَتشکیت خْت ثشسػی اتلبل 

 DH α ػَیِ  E.coliكحیح قغؼِ ثِ حبهل ثیبًی، ثِ ػلَل هؼتؼذ 
داسای   (+) pET  a بفت. ثب تَخِ ثِ ایٌکِ پلاػویذ ثیبىاًتقبل ی

ػیلیي اػت، پغ اص کـت ثیَتیک آهپیًـبًگش هقبٍهت ثِ آًتی

ّبی ثبکتشیبیی تشاسیضؽ ؿذُ ثب پلاػویذ ثیبًی ًَتشکیت سٍی ػلَل

ّبی پزیشًذُ پلاػویذ ػیلیي، ػلَلخبهذ حبٍی آهپی LBهحیظ 

سٍی ایي هحیظ کـت سؿذ  ّبی ػفیذ ثشًَتشکیت ثِ كَست پشگٌِ

 یبفتٌذ.

088 bp 
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، چبّک ّبی صٍج :  bp 100،  ًـبًگش 1:  20تب  1ّبی چبّک. تَػظ ثشؽ آًضیوی (+)pET  aدس حبهل ثیبًی  TSWV-Nتبییذ ٍخَد طى ًَکلئَکپؼیذ  -1شکل 

. چبّک ّبی فشد : پلاػویذ  bp 800ؼیذ ثِ اًذاصُ  سّب ؿذى طى ًَکلئَکپ ٍ  BamHI  ٍXhoIثب دٍ آًضین  pET  a-TSWV-Nثشؽ آًضیوی پلاػویذ ًَتشکیت 

 ثذٍى ّضن آًضیوی، ثِ ػٌَاى ؿبّذ. pET  a-TSWV-N ًَتشکیت

Figure  - Nucleocapsid gene in Expression vector by enzyme digestion.  :     bp DNA ladder. Even numbers are pET  a-

TSWV-N double digested by XhoI and BamHI that a    bp fragment was released. Odd numbers are pET  a-TSWV-N 

without double digestion. 

   

 آس کلًَیػیتبییذ ّوؼبًِ ػبصی قغؼِ دس حبهل ثیبى  ثب آصهَى پی

دس حبهل  TSWV-Nكحت ّوؼبًِ ػبصی قغؼِ طى ًَکلئَکپؼیذ 

پلاػویذ ّبی ثبکتشی حبٍی ٍ تـخیق کلٌی ،(+)pET  aثیبًی 

آس ػیدس آصهَى  کلٌی پیخْت ثشسػی ًتیدِ تشاسیضؽ  ًَتشکیت

الکتشٍفَسص هحلَل ًَتشکیت سٍی طل آگبسص، کلًَی  تبییذ ؿذ.

 pET  a سا دس حبهل ثیبًی TSWV-Nكحیح ّوؼبًِ ػبصی طى 

 سا ًـبى داد.  bp  800ٍ  تکثیش قغؼِ طى ًَکلئَکپؼیذ ثِ اًذاصُ (+)

 بیبوی از طریق برش آوسیمیتبییذ يجًد شن در حبمل 

دس حبهل ثیبًی اػتخشاج  ثشای تبییذ ثیـتش ٍخَد طى ًَکلئَکپؼیذ

 BamHIّبی ّبی هثجت كَست گشفت ٍ ثب آًضینپلاػویذ اص پشگٌِ

ٍXhoI   ثشؽ دادُ ؿذًذ. پغ اص اًدبم الکتشٍفَسص دس طل آگبسص یک

-TSWVهشثَط ثِ طى ًَکلئَکپؼیذ   bp 800 ای حذٍددسكذ، قغؼِ

N   کِ اص حبهل ثیبًیpET  a(+)   سّب گشدیذ، هـبّذُ ؿذ

 (.1)ؿکل

  بیبوی سبختٍ شذٌ تبییذ تًالی سبزٌ

ٍ   (+)pET  aپغ اص اتلبل قغؼِ طى ًَکلئَکپؼیذ ثِ حبهل ثیبى 

تبییذ ٍخَد طى اص عشیق ثشؽ آًضیوی، ثشای ثشسػی كحت قشاس 

لی یبثی گشفتي طى هَسد ًظش دس قبة  خَاًؾ كحیح، اص سٍؽ تَا

اػتفبدُ ؿذ. ًتیدِ تَالی یبثی ًـبى داد کِ کِ طى هَسد ًظش ثِ 

 ثبؿذ. دسػتی دس قبة خَاًذًی پلاػویذ قشاس گشفتِ ٍ قبثل ثیبى هی

ای مًرد وظر در انتراریسش حبمل بیبوی اتصبل یبفتٍ بب قطعٍ دی

 BL  (DE )ي  BL  (DE )َبی بیبوی سًیٍ E.coliببکتری 

pLysS آرسیسبوٍ سبزی بب آزمًن کلىی پیي تبییذ َم 

، داسای ًـبًگش اًتخبثی (+)pET  aثب تَخِ ثِ ایٌکِ حبهل ثیبًی 

ّبی ثبکتشیبیی ثبؿذ، پغ اص کـت ػلَلػیلیي هیهقبٍهت ثِ آهپی

BL  (DE )  ٍBL  (DE ) pLysS  تشاسیضؽ ؿذُ ثب پلاػویذ

-، آًتیLBسٍی هحیظ کـت خبهذ  pET  a-TSWV-Nًَتشکیت 

ثیَتیک ثشای ػَیِ اٍل ٍ آًتی (µg/ml    )ي ػیلییک آهپیثیَت

اػتفبدُ ؿذ.  (µg/ml   )ػیلیي ٍ کلشاهفٌیکل ثشای ػَیِ دٍم آهپی

سٍی  pET  a-TSWV-Nّبی پزیشًذُ پلاػویذ ًَتشکیت ػلَل

 ّبی ػفیذ هـبّذُ ؿذًذ. هحیظ کـت ثِ كَست پشگٌِ

َکپؼیذ سا دس آس، دسج كحیح  قغؼِ طى ًَکلئػیٍاکٌؾ کلٌی پی

حبهل ثیبًی، دس دٍ ػَیِ ثبکتشیبیی سا تبییذ کشد ٍ ًتبیح دس طل آگبسص 

طى ًَکلئَکپؼیذ دس حبهل  bp 800حبکی اص کلًَیٌگ كحیح قغؼِ 
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ثیبًی دس ّش دٍ ػَیِ ثبکتشیبیی ثَد.  ّوچٌیي ؿبّذ هٌفی )کٌتشل 

، ثذٍى قغؼِ طى ًَکلئَکپؼیذ (+)pET  aهٌفی(، پلاػویذ ثیبًی 

TSWV-N دس ًظش گشفتِ ؿذ کِ ًـبى داد حبهل ثیبًی ،pET  a(+)  

-ثذٍى قغؼِ طى ًَکلئَکپؼیذ، ثِ ػٌَاى ؿبّذ هٌفی، ثذٍى ثبًذ هی

 .(2ؿکل ثبؿذ )

 
ًَتشکیت دس دٍ ػَیِ  ػی آس پلاػویذالکتشٍفَسص هحلَلات کلٌی پی -2شکل 

: ػوت چپ اص 1چبّک BL  (DE   ٍ BL  (DE ) pLysSثیبًی 

آس پلاػویذ ًَتشکیت ػی: هحلَل پی2چبّک، ؿشکت ػیٌبطى. bp 1500 ًـبًگش،

pET  a-TSWV-N  ِاػتخشاج ؿذُ اص ػَیBL  (DE ) pLysS  ،

-pET  aآس پلاػویذ ًَتشکیت اػتخشاج ؿذُ ػی: هحلَل پی3چبّک 

TSWV-N  ِّبی اص ػَیBL  (DE )  ،آس ػی: هحلَل پی5ٍ  4چبّک

 6ثِ ػٌَاى کٌتشل هٌفی، چبّک TSWV-Nثذٍى قغؼِ  (+)pET  a پلاػویذ

، pET  a-TSWV-Nّبی ًَتشکیت ّبی کٌتشل هثجت اص پلاػویذ: ًو7ًٍَِ 

 : کٌتشل هٌفی، آة 8چبّک 

Figure  - Electrophoresis of colony PCR product in 

BL  (DE )pLysS and BL  (DE ).  :      DNA Ladder.  : 

PCR-product of pET  a-TSWV-N in BL  (DE ) pLysS.  : 

PCR-product of pET  a-TSWV-N in BL  (DE ).   and  : 

PCR-product of pET  a as negative control.   and  : 

positive controls of pET  a-TSWV-N.  : Negative control, 

H O. 

 

 َبی بیبن شذٌ تبییذ پريتئیه

ّبی تشاسیضؽ ثبکتشیدس الگَی پشٍتئیٌی ثذػت آهذُ اص دٍ ػَیِ 

کیلَ دالتَى هـبّذُ  48، ثبًذی حذٍد pET  a-TSWV-Nؿذُ ثب 

ّبی هشثَط ثِ حبهل ثیبى، ؿذ، کِ اًذاصُ ایي قغؼِ هٌْبی اػیذ آهیٌِ

 TSWV-Nّوتشاص قغؼِ هَسد اًتظبس حبكل اص ثیبى پشٍتئیي پَؿـی 

کیلَدالتًَی دس الگَی   48کیلَدالتَى ثَد.  ثبًذ  29  یؼٌی

pET  a(+)  فبقذ طى پشٍتئیي پَؿـی( (TSWV ّوچٌیي دس ٍ

ثبکتشی داسای پلاػویذ ًَتشکیت ّوشاُ ثب قغؼِ دس صهبى ثِ اكغلاح 

 (. 4ٍ  3( هـبّذُ ًگشدیذ ) ؿکل IPTGكفش )قجل اص القب ثب 

هیضاى ثیبى پشٍتئیي دس ػِ، چْبس، ؿؾ ٍ ؿبًضدُ ػبػت پغ اص القب 

بٍت هـَْدی ًذاؿت ثِ هَلاس، تفدس غلظت یک هیلی IPTGثب 

ّبی ثؼذی اص ػَػپبًؼیَى ّویي دلیل ثشای ثشسػی دس آصهَى

ثبکتشیبیی اػتفبدُ ؿذ کِ ثب چْبس ػبػت پغ اص القب ثب اػتفبدُ اص 

 .القب ؿذُ ثبؿذ IPTGهَلاس غلظت یک هیلی
 

 
ّبی ّبی اػتخشاج ؿذُ اص ثبکتشیپشٍتئیي SDS-PAGEًتبیح   -3شکل 

 Low) پشٍتئیي ًـبًگشثِ ػٌَاى  BL  (DE ) .Mِ ػَی E.coliًَتشکیت 

Range Protein marker- Biorad)  پشٍتئیي 6ٍ  5، 4، 3، 2، 1. چبّک :-

، صهبى دٍ، pET  a-TSWV-Nاػتخشاج ؿذُ اص ثبکتشی تشاسیضؽ ؿذُ ثب  ّبی

.  IPTGػبػت پغ اص القب ثب غلظت ًْبیی یک هیلی هَلاس  16ػِ، چْبس، ؿؾ ٍ 

 -pET  a  : پشٍتئیي اػتخشاج ؿذُ اص ثبکتشی تشاسیضؽ ؿذُ ثب 8ٍ  7چبّک  

ثِ  IPTG، قجل اص القب ثب  pET  a-TSWV-N ثذٍى قغؼِ ًَکلئَکپؼیذ ٍ

 ػٌَاى ؿبّذ صهبى كفش

Figure  - SDS-PAGE of extracted proteins from E. coli 

BL  (DE ) strain. M: Protein marker (Low Range Protein 

marker- Biorad)    ,  ,  ,   and  : Extracted proteins from 

transformed cells by pET  a-TSWV-N  ,  ,   and   hours 

after induction by  mM IPTG.   and  : Extracted proteins 

from transformed cells by pET  a and pET  a-TSWV-N 

before induction.  

 بز محلًلحضًر پريتئیه شوی در ف

ّبی ثیبى ؿذُ دس فبص هحلَل ثَد ٍ دس ًتبیح حبکی اص حضَس پشٍتئیي

ّبی ّبی هَخَد دس فبص ًبهحلَل، پشٍتئیيهقبیؼِ ثب هیضاى پشٍتئیي

 .(5ثیبًی دس فبص هحلَل ثیـتش ثَد )ؿکل
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 19 1317بهار و تابستان / 1/ شماره هفتم/ دوره یو ایمنی زیستژنتيک مهندسی 

 

 

 IPTGّبی هختلف، قجل اص القب ثب دس صهبى BL   (DE ) pLysS ػَیِ E.coliّبی ًَتشکیت ّبی اػتخشاج ؿذُ اص ثبکتشیپشٍتئیي SDS-PAGEًتبیح  -4شکل 

 -Low Range Protein marker )ثِ ػٌَاى ًـبًگش پشٍتئیٌی Mاص ػوت ساػت چبّک  .ػبػت( 16ّبی ػِ، چْبس ٍ )صهبى IPTG)صهبى كفش( ٍ ثؼذ اص القب ثب 

Biorad )  تشاسیضؽ ؿذُ ثب  اػتخشاج ؿذُ اص ثبکتشی : پشٍتئیي  7ٍ  6، 5، 4، 3، 1. چبّکpET  a-TSWV-N ٍ صهبى ػِ، چْبس )چبّک ػِ ٍ چْبس(، ؿؾ ،

-pET  a : پشٍتئیي اػتخشاج ؿذُ اص ثبکتشی تشاسیضؽ ؿذُ ثب 2چبّک  . IPTGؿبًضدُ ػبػت )چبّک ؿؾ ٍ ّفت( پغ اص القب ثب غلظت ًْبیی یک هیلی هَلاس 

TSWV-N  قجل اص القب ثب ،IPTG . 

Figure  - SDS-PAGE of extracted proteins from E. coli BL  (DE ) pLysS strain. M: Protein marker (Low Range Protein 

marker- Biorad)  ,  ,  ,  ,   and  : Extracted proteins from transformed cells by pET  a-TSWV-N  ,  ,   and   hours after 

induction by  mM IPTG.   and  : Extracted proteins from transformed cells by pET  a-TSWV-N before induction.  
 

 
اص ػوت  دس صهبى چْبس ػبػت.  IPTGپغ اص القب ثب  BL  (DE )plysSتخویي هیضاى پشٍتئیي ثیبى پشٍتئیي ثیبى ؿذُ دس فبص هحلَل ٍ ًبهحلَل دس ػَیِ   -5شکل 

: هیضاى پشٍتئیي ثیبى ؿذُ دس فبص ًبهحلَل.  6ٍ  5، 3، 2. چبّک ّبی  ( Low Range Protein marker- Biorad )ثِ ػٌَاى ًـبًگش پشٍتئیٌی Mساػت چبّک 

 : هیضاى پشٍتئیي ثیبى ؿذُ دس فبص هحلَل  7ٍ  4، 1چبّک ّبی 

Figure  - Solubility and insolubility of expressed protein in BL  (DE )plysS Strain after   hours induction by IPTG. M: 

Protein marker (Low Range Protein marker- Biorad).  ,  ,  ,  : Expressed protein as insoluble fraction.  ,   and  : Expressed 

protein as soluble fraction    
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 11 1317بهار و تابستان / 1/ شماره مهفت/ دوره ایمنی زیستیو ژنتيک مهندسی 

 

ي  BL  (DE )َبی بررسی بیبن پريتئیه وًترکیب در میسببن

BL  (DE ) pLysS  بب غلظت یک میلی مًلار پس از القب

IPTG  بب استفبدٌ ازSDS-PAGE 

ّب، الگَّبیی پشٍتئیٌی ثذػت آهذُ اص دٍ دس الکتشٍفَسص پشٍتئیي

، ثبًذی دس حذٍد pET  a-TSWV-Nثبکتشی تشاًؼفَسم ؿذُ ثب 

کیلَ دالتَى ثشای طى ًَکلئَکپؼیذ هـبّذُ ؿذ، کِ ایي ػذد ثب  48

کِ ثِ عَس ثبلقَُ تَػظ   (kd29   (ٍصى هَلکَلی طى ًَکلئَکپؼیذ

گشدد هغبثقت داسد. ثبلاتش ثَدى ٍصى طى پشٍتئیي پَؿـی سهض هی

هَلکَلی پشٍتئیي ثیبى ؿذُ دس هقبیؼِ ثب ٍصى هَلکَلی پشٍتئیي 

تَاى ثِ چٌذیي اػیذ آهیٌِ ّیؼتیذیي هشثَط ثِ حبهل ثبلقَُ سا هی

تئیٌی ًؼجت داد. الجتِ ایي ثبًذ دس الگَی پشٍ (+)pET  aثیبًی 

ٍ ّوچٌیي  TSWVفبقذ ًَکلئَکپؼیذ  (+)pET  aثبکتشی ؿبّذ 

دس ثبکتشی داسای پلاػویذ دس صهبى ثِ اكغلاح كفش )قجل اص القب ثب 

IPTG  هـبّذُ   5ٍ  3( هـبّذُ ًگشدیذ. ّوبًغَس کِ دس ؿکل

ثیبى ؿذُ  ّبی کٌتشل )پشٍتئیيّبی ثیبى ٍ ًوًَِؿَد، ثیي ًوًَِهی

حبهل ثِ ػٌَاى کٌتشل ثذٍى القبگش ٍ ًوًَِ ثِ ثب القبگش، ًوًَِ 

  ٍ  BL  (DE )اكغلاح صهبى كفش ثذٍى القبگش( دس دٍ ػَیِ 

BL  (DE ) pLysS   .تفبٍت خبكی دس ثیبى پشٍتئیي ٍخَد داسد

ًَاس پشٍتئیٌی ثیبى ؿذُ هشثَط ثِ هحتَای پشٍتئیٌی اػتخشاج ؿذُ 

تش ؼیبس قَیث  BL  (DE ) pLysSاص کلٌی ّبی هشثَط ثِ ػَیِ 

ثَد. هقبیؼِ  BL  (DE )اص ًَاسّبی پشٍتئیٌی هشثَط ثِ ػَیِ 

 BL  (DE )ایي ًتبیح ًـبى دٌّذُ هیضاى ثبلای ثیبى دس ثبکتشی 

pLysS  دس هقبیؼِ ثب ثبکتشیBL  (DE ) ثبؿذ.هی 

ای ًَتشکیت ثِ عَس ثبلقَُ، پتبًؼیل ثبلایی ثشای اىفٌبٍسی دی

ثبدی هَسد اػتفبدُ ِ ثشای تَلیذ آًتیّبی ٍیشٍػی کطىتَلیذ آًتی

گیشًذ سا داسد. دس ثؼیبسی اص هَاسد تکٌَلَطی ًَتشکیت دس قشاس هی

ّب کِ اغلت ّبیی هبًٌذ خبلق ػبصی ٍیشٍعهقبیؼِ ثب سٍؽ

 ایي (.     .Tatineni et alتش اػت)ثبؿذ ساحتهـکل هی

یی ّبی ًَتشکیت دس ػیؼتن ثبکتشیبهـکلات سا ثب ثیبى پشٍتئیي

E.coli ثبدی ّب ثشای تَلیذ آًتیتَاى ثشعشف کشد ایي پشٍتئیيهی

 گیشًذ. کلًَبل هَسد اػتفبدُ قشاس هیپلی

کِ یکی اص  (+)pET  aدس ایي هغبلؼِ اص ػیؼتن ثیبًی 

ّبی حبهل ثشای ثیبى پشٍتئیي دس ػیؼتن پشکبسثشدتشیي ػیؼتن

پلاػویذ داسای  ایي ثبؿذ، اػتفبدُ ؿذ.هی  E.coliثبکتشیبیی هبًٌذ 

دس ثخؾ پبییي  His-tag  xتَالی ثشچؼت اػیذ آهیٌِ ّیؼتیذیٌی 

ّبی ؿَد پشٍتئٌیيثبؿذ، کِ ػجت هیدػت ٍ ثبلادػت خَد هی

ثیبًی داسای ثشچؼت دس ثخؾ اًتْبیی آهیٌی ٍ کشثَکؼیلی ثـًَذ، 

ػبصی پشٍتئیي کِ کوک ثِ تؼْیل تـخیق، اػتخشاج ٍ خبلق

(. هوکي اػت      .Amiri sadeghan et alکٌذ )ثیبًی هی

ّبی فیَص ؿذُ ثِ ّبیی دس هَسد احتوبل تبثیش ثشچؼتًگشاًی

ّبی ثیبًی ایدبد ؿَد، ًکتِ قبثل تَخِ ایي اػت کِ ایي پشٍتئیي

ّب کِ دس ثخؾ اًتْبیی آهیٌی ٍ کشثَکؼیلی حضَس داسًذ، ثشچؼت

. ثٌبثشایي ثبدی تَلیذی ًذاسدطى یب آًتیاثشّبیی دس ایوي صایی آًتی

ّبی طىصایی آًتیتَاى گفت ّیچ تفبٍت قبثل تَخْی دس ایوٌیهی

 Gulati et ًذاسدّبی تدبسی ٍخَد طىًَتشکیت دس هقبیؼِ ثب آًتی

al.     ; Kumari et al.     ; Mutasa-Gottagena et al. 

    ).)  

دس ػیؼتن  TSWVدس ایي هغبلؼِ ثیبى طى ًَکلئَکپؼیذ ٍیشٍع 

 BL  (DE )  ٍBL  (DE )plysSدس دٍ ػَیِ  E.coli یبکتشیبیی

كَست گشفت. دس ثشسػی پشٍتئیي ثیبًی تَػظ آصهَى الکتشٍفَسص 

کیلَدالتَى  48هَلکَلی  ثبًذی ثب ٍصى  SDS-PAGEػوَدی 

هـبّذُ گشدیذ. تفبٍت، ثیي ٍصى هَلکَلی طى ًَکلئَکپؼیذ ثیبًی 

کیلَ  29دس هقبیؼِ ثب ٍصى اكلی طى ًَکلئَکپؼیذ کِ حذٍد 

دالتَى ثَد ٍخَد داؿت، ثبلاتش ثَدى ًؼجی ٍصى هَلکَلی پشٍتئیي 

تَاى ٍخَد خَد طى، اضبفِ ؿذى چٌذ اػیذ آهیٌِ ثیبًی سا هی

ٍ تیشٍدٍکؼیي ثِ پلاػویذ ثیبًی، کِ ثِ هٌظَس  His-tagّیؼتیذیٌی 

سٍد ػبصی ثکبس هیػَْلت دس اػتخشاج پشٍتئیي دس ٌّگبم خبلق

صى ثب حزف تَالی ثشچؼت ّیؼتیذیٌی ٍ استجبط داد. ایي ٍ

کیلَدالتَى خَاّذ ثَد.  ثیبى پشٍتئیي دس  29تیشٍدٍکؼیي حذٍد 

ّش دٍ ػَیِ هـبّذُ ؿذ، اهب ؿذت ثیبى پشٍتئیي دس ػَیِ 

BL  (DE )plysS  ًِؼجت ثِ ػَیBL  (DE ) تش ثَد. قَی

اػت کِ ایي  plysSداسای پلاػویذ  BL  (DE )plysSػَیِ 

ثبؿذ، ایي پلاػویذ ثبػث هی T  Lysogen طى  پلاػویذ حبٍی

   Lac پلیوشاص، تحت پیـجش   T RNA ؿَد، ػغح ثیبى تَػظ هی

 UV  ثیَتیک ؿَد. ایي پلاػویذ داسای طى هقبٍهت ثِ آًتیکٌتشل

کلشاهفٌیکل اػت. دس هَسد هیضاى ثیبى پشٍتئیي دس ایي دٍ ػَیِ 

هقذاس ثیبى   BL  (DE )plysS تَاى گفت کِ دس ػَیِ دٍمهی
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ثیـتش ثَد.  ثشای القب  BL  (DE )پشٍتئیي دس هقبیؼِ ثب ػَیِ 

ّبی اص غلظت pETثِ هٌظَس ثیبى پشٍتئیي دس ػیؼتن  پیـجش

  ؿَد دس تحقیق حبضش ًیض ثیبى پشٍتئیياػتفبدُ هی IPTGهختلف 

كَست گشفتِ اػت. دس  IPTGّبی هتفبٍتی اص دس غلظت

 IPTGیک، دٍ ٍ ؿؾ هیلی هَلاس ّبی ّب دیگش اص غلظتپظٍّؾ

ػبػت اػتفبدُ  16ّبی ػِ، چْبس، ؿؾ ٍ ثشای القب دس هذت صهبى

ؿذُ اػت، کِ ًتبیح ًـبى دادُ اػت  تفبٍتی هـَْدی ثیي غلظت 

ّبی هختلف ثیبى هَلاس دس صهبىیک هیلی هَلاس تب ؿؾ هیلی

ٍخَد ًذاسد، ثِ ّویي دلیل  IPTGپشٍتئیي ًَتشکیت پغ اص القب ثب 

ّب هَلاس ثشای القب پیـجش دس  ثیـتش پظٍّؾص غلظت یک هیلیا

 Hema et al.     ; Hourani andاػتفبدُ ؿذُ اػت )

AbouJawdah     ; Lee and Chang     ; Raikhy et al. 

    ; Koolivand et al.     .)   ِایي ًکتِ قبثل تَخِ اػت ک

ذُ دس فبص ّبی ثیبًی دس ّش دٍ ػَیِ ثغَس ػوثیـتش پشٍتئیي

ثبؿذ هحلَل قشاس داسد کِ هـبثِ گضاسؽ ػبیش پظٍّـگشاى هی

(Hema et al.     ; Hourani and AbouJawdah     ; Lee 

and Chang     ; Raikhy et al.     ; Koolivand et al. 

پغ اص ثشسػی حضَس پشٍتئیي دس فبص هحلَل، فبص  .(    

تبیح ًـبى داد ًؼجت ثِ ًبهحلَل ًیض هَسد ثشسػی قشاس گشفت کِ ً

فبص هحلَل، پشٍتئیي کوتشی دس فبص ًبهحلَل ٍخَد داسد.  ثٌبثشایي 

، BL  (DE )plysSثب تَخِ ثِ هیضاى ثیبى ثیـتش پشٍتئیي دس ػَیِ 

تَاًذ ثبلاتش هی  ایي ػَیِ ثشای تَلیذ ثیـتش پشٍتئیي  دس هقیبع

ؼْیل دس ثیبى دس ػیؼتن ثبکتشیبیی، تهَسد اػتفبدُ قشاس ثگیشد ٍ 

ّب دس دس ثبفت ّبیی کِ غلظت آىخبلق ػبصی ثشای ٍیشٍع

تـخیق  کٌذ،آلَدُ گیبّی پبییي ٍ یب هـکل اػت سا فشاّن هی

ّبی ٍیشٍػی سا دس آصهبیـبت ػشیغ تش ٍ سدیبثی ثیوبسگش

ػبصد. ػشٍلَطیکی ٍ ایوًََثلاتیٌگ اهکبى پزیشتش ٍ آػبى تش هی

 صیبد خلَف ثب ٍ ٍػیغ هقیبع دس ًَتشکیت ّبیپشٍتئیيثٌبثشایي 

-ثبدی آًتی تْیِ ثشای ٍ ؿًَذ ػیؼتن  ثبکتشیبیی تَلیذ دس تَاًٌذهی

  ّبی آتی،دس پظٍّؾ .گیشًذ قشاس اػتفبدُ هَسد اختلبكی ّبی

ّبی تک ثبدیطًی ثشای تَلیذ آًتیتَاى اص  ایي هٌجغ آًتیهی

بًی  ّبی ًَتشکیت ثیای ػلیِ پشٍتئیيای ٍ چٌذ ّوؼبًِّوؼبًِ

 اػتفبدُ کشد.
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Abstract 

Because of limitations in antibody production against plant viruses, coat protein expression has been 

developed to prepare antigen for antibody production. In the recent research, Nucleocapsid gene of 

Tomato spotted wilt virus was amplified from a local strain in Iran. Cloned segment in TA vector 

(pTG  TSWV-N) was sub-cloned into pET  a as expression vector that digested by XhoI and BamHI. 

Then, pET  TSWV-N was transformed in two different strains of E. coli BL  (DE ) and BL  (DE ) 

pLysS by heat shock method. For protein expression, the transformed cells were induced by  mM of 

IPTG in both strains. The protein was extracted four hours after induction and analyzed in SDS-PAGE. 

The SDS-PAGE result showed that a    kDa protein have been expressed that is expected based on 

additional tags from plasmid. The result revealed that nucleocapsid had been expressed in both strains 

whereas protein expression was little more in BL  (DE ) pLysS.  

Keywords: Expression, Prokaryotic expression, Recombinant protein. Tomato spotted wilt virus 
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