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از  یکی (Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV) بيس برگی کلروتيکلکه ویروس

 این از هدفباشد که گسترش جهانی دارد. دار میدار و هستههای مهم درختان ميوه دانهویروس

-ویروس لکه (Coat Protein (CP)) پوششی پروتئين ژن بيانسپس  مطالعه، ساخت سازه بيانی و

. بيان پروتئين پوششی در سيستم باشدمی Escherichia coliبرگی کلروتيک سيب در باکتری 

 است، فوژاولتراسانتری وجود مستلزم که را ویروس از گياه ميزبان سازیخالص به کاریوتی، نيازپرو

از ميزبان سيب جداسازی و  SSaئين پوششی نوترکيب، جدایه سازد. به منظور توليد پروتمی مرتفع

 582ين پوششی به طول ژن کامل پروتئ ACLSV-MRو ACLSV-MFاختصاصی با آغازگرهای

سویه  E. coli باکتری بهو  متصل pTG19سازی به حامل همسانه CPثير شد. ژن کامل جفت باز تک

DH5α کشت محيط روی نوترکيب پلاسميد با شده های تراریختشد. باکتری منتقل LB اویح 

این ژن در  د.گردیدن استخراج قليایی تجزیه روش به و غربال IPTG و X-Gal ن،سيليآمپی

اده که محل اثر آنها در آغازگرها قرار دXhoI و  BamHIهای آنزیم با شده استخراج پلاسميد

 لکه با همين دو آنزیم برش داده شده بودند، اتصا (+)pET28a بيان حامل به شده بودند، برش و

ترانسفورم  BL21(DE3)سویه  E. coliویروس در باکتری  CPحاوی ژن  (+) pET28a .شد داده

چهار ساعت در پس از  1mMدر غلظت نهایی  IPTGنمودن با اضافه  CPو سپس القاء بيان 

شد.  رسی( برSDS-PAGE) الکتروفورز در ژل پلی اکریل آميد حاوی سدیم دودسيل سولفات

ط به ژن پروتئين کيلودالتونی مربو 26حدود  ينپروتئ ياناز ب یحاک SDS-PAGEحاصل از  یجنتا

 ACLSVبادی بر عليه د برای توليد آنتیتوانبيان این پروتئين می مذکور بود.پوششی ویروس 

 مورد استفاده قرار گيرد.

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 

های ویژه بیماریه های گیاهی بموقع بیماریتشخیص صحیح و به

ویروسی، شرط اساسی در سیستم مدیریت خسارت بیمارگرها به 

 .Martinelli et al)شود محصولات کشاورزی محسوب می

های ویروسی، تیمار گیاهان بعد از آلودگی به در بیماری .(2015

شود ر به کنترل موثر بیماری نمیبیمارگرهای ویروسی منج

بنابراین، اقدامات کنترلی باید قبل از وقوع آلودگی به کار برده 

شوند. کاشت مواد تکثیری گیاهی عاری از ویروس از موثرترین 

 Stevens) شودهایی است که توسط کشاورزان اتخاذ میروش

. یکی از عوامل مهم برای صدور گواهی سلامت مواد (1983

های تشخیصی حساس و دقیق گیاهی دسترسی به روش تکثیری

(. با توجه به شیوع و Makkouk and Kumari 2006است )

های ویروسی در جهان، مدیریت کنترل این عامل گسترش بیماری

سزایی یافته است از این رو، تشخیص به موقع، بیمارگر اهمیت به

 مناسب دارد. کارگیری روشی دقیق و ارزان عامل بیماری نیازمند به

 Apple chlorotic leafspot)برگی کلروتیک سیب ویروس لکه

virus, ACLSV)  در جنسTrichovirus،  زیر خانواده

Trivirinae خانواده ،Betaflexiviridae  و راستهTymovirales 

از یک مولکول  ACLSV. ژنوم (Adams et al. 2016)قرار دارد 

RNA کیلوباز تشکیل شده است  5/7ای مثبت با حدود رشتهتک

برای  ORF1است که  (ORF)که شامل سه چارچوب ژنی 

برای  ORF2کیلودالتونی در ارتباط با تکثیر ویروس،  216پروتئین 

برای پروتئین پوششی  ORF3کیلودالتونی و  50پروتئین حرکتی 

 ;Yoshikawa and Takahashi 1988)کند کیلودالتونی کد می 22

Sato et al. 1993). های تجاری سیب بدون این ویروس در پایه

باشد و علائم بوده و فقط شامل کم رشدی و ضعف عمومی می

شود بعد از چند سال ممکن است باعث خشکیدگی درخت 

(Park et al. 2006 .) ACLSVهای گلابی و به بدون روی میزبان

(. روی هلو این ویروس بیماری Wu et al. 2010باشد )علائم می

های با علائم شکاف روی پوست درخت، لکه آبله دروغینساقه 

جوش مانند و نقوش کلروتیک روی برگ و میوه و جارویی شدن 

کند و علاوه بر آن، باعث ناسازگاری بین ها را ایجاد میسرشاخه

های جوش شود. در زردآلو این ویروس لکهپایه و پیوندک نیز می

( و در سایر Polak et al. 2008مانند روی برگ و میوه )

داران علائمی شبیه ویروس لکه حلقوی بافت مرده هسته

 ACLSV(. ویروس Rana et al. 2007کند )دارها ایجاد میهسته

کاری سیب شناخته شده در ژاپن به عنوان عامل بیماری سرشاخه

ای سیب نیز در ایجاد آن نقش دارد است که ویروس ساقه آبله

(Kinard et al. 1996علا .) ئم ناشی ازACLSV  ممکن است به

های آلوده کننده درختان واسطه آلودگی مخلوط با سایر ویروس

 Lister 1970; German-Retanaدار تشدید شود )دار یا هستهدانه

et al. 1997.)  برای این ویروس ناقل بیولوژیکی شناخته نشده

لم بنابراین، کاربرد مواد تکثیری سا (Lister et al. 1970)است 

 برای پیشگیری از این بیماری بسیار مهم است.  

، (EPPO 1999)های مختلفی مانند گیاهان محک چوبی روش

و  (Paduch-Cichal and Tomala 2007)های سورلوژیکی روش

های برای ردیابی ویروس (Menzel et al. 2002)مولکولی 

استفاده شده است اما، جهت  ACLSVدرختان میوه از جمله 

گری در سطح وسیع روش سرولوژیک الایزا روشی معمول، غربال

(. این روش (Spiegel et al. 1993آید معتبر و ارزان به حساب می

ژن های سرولوژیکی نیازمند تامین منبع آنتیمانند سایر روش

بادی است. در بسیاری ویروسی برای استفاده در فرآیند تولید آنتی

های وسی خالص شده از بافتهای گیاهی از ذرات ویراز ویروس

ژن استفاده شده است اما، در برخی از گیاه آلوده به عنوان آنتی

ژن فراوان و با کیفیت به علت های گیاهی تولید آنتیویروس

های گیاهی، مشکلات خالص غلظت پایین ویروس در بافت

سازی ذرات ویروسی با کیفیت بالا به دلیل حضور ترکیبات 

های میزبان ژنها و آلودگی با آنتیها، تاننفنلپلیبازدارنده مانند 

(Ling et al. 2000به سهولت امکانپذیر نیست. بنابراین، به ) دست

های جایگزین ژن خالص نیازمند روشآوردن مقادیر کافی آنتی

های نوترکیب بیان شده در سیستم توان از پروتئینباشد که میمی

بادی استفاده نمود. فرآیند تولید آنتی ژن درباکتریایی به عنوان آنتی

برای مثال، بیان ژن پروتئین پوششی ویروس کوتولگی آلو 

(Abou-Jawdah et al. 2004)زمینی، ویروس وای سیب 

(Folwarczna et al. 2008) ویروس ناهنجاری کوتولگی زرد ،
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ویروس موزاییک خفیف گل  (Livieratos et al. 1999)کدوئیان 

 Voloudakis)ویروس خراشک توتون  (Chen et al., 2002)مریم 

et al. 2004)  ویروس موزاییک مخطط نیشکر(Hamadayanty et 

al. 2016)( ویروس پسوروز مرکبات ،Salem et al., 2018 ،)

( و Honnesh et al. 2018فرنگی )ویروس پیچیدگی برگ گوجه

 (Salimi et al. 2010)فرنگی ویروس پیچیدگی برگ زرد گوجه

در سیستم پروکاریوتی انجام شده است. در مطالعاتی که در ایران 

 روسیو یپوشش نیژن پروتئ انیبتوان به انجام گرفته است می

ویروس وای  (Gharibi et al. 2012)زرد کدو  کیموزائ

ویروس  (Sokhandan-Bashir et al. 2015bزمینی )سیب

ره کرد. با این وجود، اشا (Koolivand et al. 2016)موزائیک خیار 

برگی در مورد بیان پروتئین پوششی جدایه ایرانی ویروس لکه

رغم گسترش وسیع این ویروس علی E. coliسیب در  کلروتیک

 Keshavarz and Shams-Bakhsh, 2015; Alemzadeh)در ایران 

et al., 2016; Abtahi et al., 2019) ای انجام نشده است. مطالعه

برگی لکهژن پروتئین پوششی جدایه هندی ویروس هر چند، بیان 

ای بادی چند همسانهسیب انجام و با استفاده از آن آنتی کلروتیک

کارایی اختصاصی  DTBIAو  DAS-ELISAهای تهیه و با آزمون

بادی تهیه شده در ردیابی این ویروس در سیب و درختان آنتی

 .(Rana et al. 2011)دار به اثبات رسید هسته

سازی تولید پروتئین پوششی این ویروس در باکتری، ا بهینهب

توان بادی، میتخلیص آن، تزریق به حیوان مناسب و تهیه آنتی

زان کیت تشخیص این ویروس را تهیه نمود تا امکان غربالگری ار

و وسیع برای موسسات مختلف تهیه نهال و پیوندک در داخل 

 وتئینپژوهش، بیان ژن پرکشور فراهم شود. بنابراین هدف از این 

ه، پوششی به عنوان قدم اول و اساسی در نیل به اهداف ذکر شد

تکثیر و به حامل  ACLSVژن کامل پروتئین پوششی 

 E. coliباکتری  DH5αمتصل و در سویه  pTG19 سازی همسانه

از همان  باکتری  Bl21(DE3)سویه   (+)pET28aبه وکتور بیان 

ای نوترکیب برای تولید انفناوری دیانتقال، تا با بکارگیری 

 بادی استفاده کرد.ژن در راستای تولید آنتیآنتی

 

 

  هاروش و مواد

و  آوری شده از اطراف سنندجاز نمونه سیب جمعمنبع ویروسی: 

ت برای مد C◦-40که بافت برگی آن در فریزر  ACLSVآلوده به 

ین پوششی شد، برای بیان ژن پروتئحدود یک سال نگهداری می

یب استفاده شد. این نمونه از میزبان س E. coliنوترکیب آن در 

و  برداری و علایم کلروتیکنمونه 1396اطراف سنندج  در سال 

 داد.بدشکلی در برگ را نشان می

استخراج اسید نوکلئیک مکمل:  DNAو ساخت  RNAاستخراج 

( Foissac et al. 2000با استفاده از روش سلیکا ) (TNA)کل 

 ,GeneAllمکمل با استفاده از کیت شرکت ) DNA .انجام شد

South Korea در حجم نهایی ده میکرولیتر با استفاده از )

 تایی تصادفی ساخته شد. آغازگرهای شش

آغازگرها طراحی آغازگرها و تکثیر ژن کامل پروتئین پوششی: 

براساس توالی ACLSVبرای تکثیر ژن کامل پروتئین پوششی 

ر دسترس در بانک ژن از جمله توالی مرجع این ویروس های د

(NC_001409) آغازگر مستقیم  '5، طراحی گردیدند. در قسمت

('5'-AGGATCCATGGCGGCAGTTCT-3:ACLSV-MF )

-'ACLSV-MR:5و در آغازگر معکوس ) BamHIمحل اثر آنزیم 

ACTCGAGGTAAATGCAAAGATCAGTT-3' محل اثر )

هم قرار  (+)pET28aپلاسمید بیان که این اثر روی  XhoIآنزیم 

در پلاسمید بیان  CPداشتند و از این طریق امکان اتصال ژن 

 5/12در حجم  PCRواکنش  شد، قرار داده شد.فراهم می

های سیکلمیکرولیتر با استفاده از آغازگرهای ذکر شده و 

 30به مدت  C ْ94 دقیقه )یک سیکل(, 2به مدت  C ْ94حرارتی،

سیکل(  35دقیقه )1به مدت  C ْ72 ثانیه و 45به مدت  C ْ54 ،ثانیه

انجام شد. سپس، برای دقیقه )یک سیکل(  10به مدت   C ْ72 و

 PCRکامل ژن پروتئین پوششی که طی واکنش مشاهده قطعه

 درصد استفاده شد. 2/1تکثیر شد از ژل آگارز 

ژل و اتصال به ناقل کلون  از DNA قطعه سازیخالص

pTG19 :ی خالص سازDNA  ژن پروتئین پوششیACLSV  با

از ژل )پیشگامان انتقال ژن،  DNAسازی استفاده از کیت خالص

ایران( مطابق دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. برای کلون 
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 pTG19-T، از حامل  PCRتکثیر شده در  DNAکردن قطعات 

جهت اتصال قطعه مورد  )شرکت ویوانتیس، مالزی( استفاده شد.

استفاده شد. پلاسمید نوترکیب در   T4 DNA Ligaseآنزیم نیاز از

 .Panja et alهای مستعد ساخته شده با روش کلرید کلسیم )سلول

2006; Shali et al. 2007 ترانسفورم و سوسپانسیون باکتری روی )

X-Gal( ،M 1/0 )( mg/ml 50حاوی ) LBمحیط کشت جامد 

IPTG و آنتی( بیوتیکmg/ml 100به مدت ی ) ک شب در

-pTGانکوبه شد. سپس، استخراج پلاسمید  C◦37انکوباتور 

ACLSV-CP ( با روش لیز قلیاییGreen and Sambrook 2012 )

 انجام شد.

  با استخراج: ACLSVی پوشش ینژن پروتئ یانب یسازه برا یهته

و همچنین وجود محل اثر  pTG-ACLSV-CPپلاسمید نوترکیب 

 و وجل به رو آغازگرهای ترتیب دربه  XhoIو  BamHIهای آنزیم

و پلاسمید  pTG-ACLSV-CPپلاسمید نوترکیب  معکوس،

pET28a(+)   سازی قطعات با دو آنزیم مذکور برش و خالص

 خالص شدند. در DNAسازی مورد نظر با استفاده از کیت خالص

و پلاسمید  CPنهایت، دو قطعه خالص شده شامل ژن 

pET28a(+) بیان  به هم متصل و سازهpET 28a-ACLSV-CP  به

ضیح دست آمد. سازه بیان به دست آمده با استفاده از مراحل تو

ترانسفورم  BL21(DE3)سویه  E. coliداده در میزبان باکتریایی 

 شد. 

: ACLSVین پوششی پروتئ یدتول یبرا یبنوترک یهاکلون القا

-pET28aژن) بیان نوترکیب پلاسمید حاوی باکتریایی هایکلون

ACLSV-CPلیتر محیط کشت (، به طور جداگانه در پنج میلی

( به مدت mg/ml100 حاوی کانامایسین)با غلظت نهایی  LBمایع 

میکرولیتر از هر  500شبانه کشت داده شدند. روز بعد، 

لیتر محیط میلی 10سوسپانسیون باکتریایی در شرایط استریل در 

تجدید کشت شد.  بیوتیک درون ارلنکشت تازه مشابه حاوی آنتی

 5/1رسید  6/0این محیط به OD600 زمانی که جذب نوری

 زمان نمونه به عنوان باکتریایی لیتر از هر سوسپانسیونمیلی

 شد. یخچال نگهداریبرداشته و در  صفر)درست قبل از القاء(

مولار در غلظت یک میلی IPTGافزودن  با القاء، عمل سپس

ساعت دیگر ادامه یافت.  4 ها برایصورت گرفت و رشد باکتری

و در  استخراج پروتئین صفر زمان یآنگاه از هر نمونه شامل نمونه

C˚20- وسترن گذاری لکه و الکتروفورز با بعدی هایبررسی برای 

 .گردید ذخیره

-ها، نمونهبه منظور رسوب باکتریی: از باکتر یناستخراج پروتئ 

 gر درجه سلیوس د 4های باکتریایی به مدت پنج دقیقه در دمای 

سانتریفوژ شدند و فاز رویی دور ریخته شد. پلت  10000

 باکتریایی ایجاد شده با آب دیونیزه شستشو داده شد و سپس

 و هم حجم آن بافر استخراج TEمیکرولیتر از بافر  80مقدار 

 ,Tris-CL 50mM, glycerol 10%, SDS2%پروتئین )

Bromophenol blue 0.1%, Mercaptoethanol 100mM به هر )

رار قدقیقه در آب جوش  5ها به مدت نمونه اضافه گردید. نمونه

ر درجه سلیوس د 4دقیقه در دمای  5داده شدند و سپس به مدت 

g10000 سانتریفوژ و به روی یخ منتقل شدند. سپس، با روش 

SDS-PAGEر گرفت.، بیان ژن مورد نظر مورد بررسی قرا 

 دسیل دو سدیم حاوی آمیدیلاکرپلی ژل در الکتروفورز

های استخراج شده برای بررسی وزن مولکولی پروتئینسولفات: 

های و بررسی وجود و یا عدم وجود پروتئین نوترکیب، پروتئین

 SDS-PAGE (Green and Sambrookاستخراج شده با روش 

 Stacking Gel ( الکتروفورز شدند. غلظت پنج درصد برای 2012

)ژل Running Gel درصد برای  5/13ه( و غلظت )ژل متراکم کنند

 استفاده ی آبیکوماسآمیزی ژل با جداکننده( استفاده گردید و رنگ

شد. وزن مولکولی پروتئین بیان شده با استفاده از نشانگر پروتئین 
ExcelBand™ All Blue Regular Range Protein Marker 9-

180 kDa   تهیه شده از شرکت( SMOBIO تایوان) .تعیین شد 

 

  و بحث نتایج

 

تکثیر شده  ACLSVنتایج حاصل از تکثیر ژن پروتئین پوششی 

از میزبان سیب جمع آوری   TNAبعد از استخراج : PCRدر 

، از یک جفت آغازگر  cDNAشده و تبدیل آن به 

ی ( برای تکثیر قطعهACLSV-MF, ACLSV-MRاختصاصی)

( استفاده شد که طی bp582مربوط به ژن کامل پروتئین پوششی )
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ای پلیمراز قطعه مورد نظر با اندازه ذکر شده پس از واکنش زنجیره

ی منفی الکتروفورز در ژل آگارز قابل مشاهده بود ولی از نمونه

(. به دلیل اطمینان از عدم وجود A  -1ای تکثیر نشد )شکل قطعه

از ژل خالص  CPژن  هدف، قطعه با همراه اختصاصی غیر قطعات

 (.B -1)شکل  شد

 
ششی درصد تکثیر ژن پروتئین پو 2/1الکتروفورز در ژل آگارز  -1شکل

ACLSV  با آغازگرهای اختصاصیACLSV-MF  وACLSV-MR  شکل(A و )

(. چاهک B. )شکل DNAسازی سازی با کیت خالصتصویر آن پس از خالص

M نشانگر :DNA (Gene RulerTM DNA Ladder Mix 1Kb تهیه شده از ،

 . CP: کنترل منفی و چاهک NCکت فرمنتاس(. چاهکشر

Figure 1- Electrophoresis of PCR product amplified by ACLSV-MF and 

ACLSV-MR primers. M: Marker (Gene RulerTM DNA Ladder Mix 1Kb), 
NC: Negative control, CP: Coat protein gene of ACLSV. A: PCR product 

amplified by ACLSV-MF and ACLSV-MR primers. B: PCR product 

purified by DNA gel Recovery Kit. 

 pTG-19در ناقل  ACLSVسازی ژن پروتئین پوششی همسانه

 و با ACLSVسازی قطعه ژن پروتئین پوششی پس از همسانه

ای اندی قطعه ( وbp2880) pTG19-Tحامل  یاندازه به توجه

(bp582 در سازه ) pTG-ACLSV-CP دو اثر محل همچنین و 

قرار  خارجی ایاندی انتهای دو در کهXhoI و  BamHIآنزیم 

-pTG-ACLSVسازه  برش از پس که رفتمی انتظار است، گرفته

CP های با دو آنزیم مذکور، دو قطعه به اندازهbp2880  ناقل( و(

bp582  پروتئین پوششی(ACLSVمشاهده ) .از بنابراین، شود 

یدهای نوترکیب مطلوب، مطابق انتظار دو قطعه به پلاسم

 (.2)شکل  مشاهده شدند bp582 و bp2880های تقریبی اندازه

 
درصد مربوط به برش آنزیمی پلاسمید  2/1الکتروفورز در ژل آگارز  -2شکل 

های مختلف باکتری با دو استخراج شده از کلنی pTG-ACLSV-CPنوترکیب 

 ExcelBand™ 50 bp  DNA: نشانگرMک چاه ؛XhoI و  BamH1 آنزیم

Ladderسازی : پلاسمیدهای نوترکیب همسانه4تا  1های . چاهکpTG-

ACLSV-CP های مختلف باکتری برش یافته با دو آنزیم استخراج شده از کلنی

BamHl  و XhoI. 

Figure 2- Agarose gel electrophoresis of pTG-ACLSV-CP double 

digested by BamHI and XhoI. M: DNA ExcelBandTM 50 bp Ladder, 1-4: 
Recombinant plasmids extracted from different clones and double 

digested by BamHI and XhoI. 

 از پس: pET28a-ACLSV-CPنتایج حاصل از ساخت سازه 

-pTGنوترکیب  پلاسمید اطمینان از وجود ژن پروتیئن پوششی در

ACLSV-CP پلاسمید و پلاسمید بیان ، اینpET28a(+)  دو با 

 و گرفتند قرار مورد برش آنزیمی XhoI و BamHI مشابه  آنزیم

شامل ژن  مدنظر ایاندی قطعات آگارز، ژل در الکتروفورز از پس

 -3جفت باز )شکل  582ی به اندازه ACLSVپروتئین پوششی 

A و پلاسمید بیان )pET28a(+) باز جفت  5639ی به اندازه

از ژل  DNAاستخراج  کیت از استفاده ( باB -3)شکل 

سازی شدند و اتصال این قطعات منجر به ساخت سازه خالص

pET28a-ACLSV-CP های شد که با برش آنزیم BamHI و 

XhoI  شکل( 3مورد تایید قرار گرفت- C.) 

 داده قرار قطعات توالی تعیینشده:  ساخته بیان سازه توالی تعیین

مورد  ژن گرفتن قرار صحت بررسی برای بیان، پلاسمید در شده

شدن عدم جهش اساسی مانند حذف یا اضافه مناسب، قاب در نظر

نوکلئوتید که قاب و در نتیجه محصول پروتئینی را به طور کامل 

 دهد انجام گرفت.تغییر می
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: ژن پروتئین پوششی ExcelBand™ 50 bp DNA Ladder  .A: نشانگر Mهای چاهک ؛درصد  2/1آگارز ژل از شده سازیخالص هایایانالکتروفورز دی  -3شکل 

ACLSV  خالص شده از ژل بعد از برش با دو آنزیمBamHI  و XhoI ،Bپلاسمید :(+)  pET28a  خالص شده از ژل پس از برش با دو آنزیمBamHI  و XhoI ،C پلاسمید :

pET28a(+)  حاویACLSV-CP. 

Figure 3- Electrophoresis of purified DNA in 1.2% agarose gel. M: ExcelBandTM 50 bp DNA Ladder, pET: pET28a(+). A: Purified coat protein gene after 

digesting with BamHI and XhoI, B: Purified pET28a(+) after digesting with BamHI and XhoI, C: pET28a(+) with coat protein gene of ACLSV. 
 

 

 
وکلئوتیدی به دست آمده از ژن پروتئین پوششی ویروس لکه برگی ندر قسمت بالا و توالی  pET28a سازی چندگانه مربوط به پلاسمید )+(های همسانهمحل -4شکل 

 جایگزین گردید. MCSبا قسمت مشخص شده در  توالی ژن در قسمت پایین، که SSaکلروتیک سیب جدایه 

Figure 4- Multiple cloning site (MSC) of pET28a(+) (above) and coat protein (CP) gene sequences of ACLSV isolate SSa (below) which CP gene sequences 
replaced with the defined location in the MSC. 
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 به نظر مورد ژن که شد مشخص های مربوطهتوالی بررسی از پس

ا دارد رگرفته و قابلیت بیان  قرار پلاسمید خواندنی قاب در درستی

یه مقایسه توالی آمینواسیدی ژن پروتئین پوششی جدا (.4 )شکل

SSa ایر سدرصد و با  4/99تا  3/96های ایرانی جدایه با توالی

د درص 4/99تا  9/89های مختلف این ویروس در بانک ژن جدایه

ایر ستشابه نشان داد. همچنین، در مقایسه با توالی آمینواسید 

های این ویروس، جهش منحصر بفردی در پروتئین جدایه

ئین توانست ناشی از مراحل کار بیان این پروتکه می SSaپوششی 

یه باشد، مشاهده نشد. توالی مربوط به ژن پروتئین پوششی جدا

SSa  با شماره دسترسیMK354026 ژن ثبت شد.در بانک 

 استفاده ابACLSV پوششی  پروتئین بیان از حاصل نتایج

 ، ACLSVپوششی پروتئین بیان بررسی منظور به :SDS-PAGEاز

 پلاسمیدهای حاوی باکتری کشت از شده استخراج هایپروتئین

 به پروتئینی الگوهای در شدند. الکتروفورز SDS-PAGE بیان در

 pET28a-ACLSV-CPبا شده تراریخت هایباکتری آمده از دست

 26د انتظار با اندازه تقریبی ، پروتئین پوششی نوترکیب مور

و  ACLSVکیلودالتون مربوط به پروتئین پوششی  21کیلودالتون )

-6X Hisهای هیستیدینی کیلودالتون مربوط به برچسب 5حدود 

tagکه در حالت مشاهده شد در حالی ء( چهار ساعت بعد از القا

)نمونه شاهد( این باند پروتئینی مشاهده نشد )شکل  ءقبل از القا

5.) 

 
)تهیه شده   ExcelBand™ PM 2500تئین : نشانگر پرو M. چاهک SDS-PAGEبرگی کلروتیک سیب در ژل نتایج بررسی بیان ژن پروتئین پوششی ویروس لکه -5شکل 

حاوی  (+)pET28aا بتراریخت شده  Bl21(DE3)سویه  E. coliهای مختلف باکتری های استخراج شده از کلنی: پروتئین4تا  1های تایوان(. چاهک SMOBIOاز شرکت 

ACLSV-CP  چهار ساعت پس ازالقاء باIPTG ،NC نمونه قبل از القاء با( شاهد منفی :IPTG.) 

Figure 5- SDS-PAGE of extracted proteins from E. coli BL (DE3). M: Protein marker (ExcelBand™ PM 2500), 1-4: Extracted proteins from transformed 

cells by pET28a-ACLSV-CP 4 hour after induction by 1mM IPTG and NC: Extracted proteins from transformed cells by pET 28a-ACLSV-CP before IPTG 

induction. 

-باعث آلودگی برگی کلروتیک سیبلکه ویروس اینکه به توجه با

سایی سریع و به شوند لذا، شنامی دارهای مهم در درختان دانه

ها برای جلوگیری از گسترش ستانموقع آن به خصوص در نهال

های سرولوژیک برای شناسایی بیماری بسیار مهم است. روش

ها در مقیاس وسیع بسیار پرکاربرد است به ویژه در مورد ویروس

های سیب که غنی از موارد بازدارنده است و کاربرد ویروس

-ها با محدودیتتلال در کار آنزیمهای مولکولی بدلیل اخروش

های (. اساس آزمون(Rana et al. 2011هایی مواجه است 

 Emtiaziبادی و آنتی ژن است )سرولوژیک برهمکنش بین آنتی

ها بسیار بادی مناسب برای انجام این آزمون( و تهیه آنتی2010

ژن بادی مناسب مستلزم در اختیار داشتن آنتیمهم است. تهیه آنتی

 خالص )پروتئین پوششی ویروس( است. 

های گیاهی از ذرات ویروسی خالص شده در بسیاری از ویروس

ژن استفاده شده است های گیاه آلوده به عنوان آنتیاز بافت

(Emtiazi 2010اما، در برخی از ویروس ) های گیاهی تولید

ژن فراوان و با کیفیت به علت غلظت پایین ویروس در آنتی
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گیاهی، مشکلات خالص سازی ذرات ویروسی با  هایبافت

ها، فنلکیفیت بالا به دلیل حضور ترکیبات بازدارنده مانند پلی

-(، بهLing et al. 2000های میزبان )ژنها و آلودگی با آنتیتانن

ژن خالص با استفاده از خالص دست آوردن مقادیر کافی آنتی

تئین پوششی سازی ذرات ویروسی مشکل است و از تولید پرو

این  شود. بنابراین، درنوترکیب در سیستم پروکاریوتی استفاده می

برگی لکهویروس  پوششی نوترکیب امکان بیان پروتئین پژوهش

برای تکثیر  منظور، بدین .گرفت قرار مورد بررسی سیب کلروتیک

ژن کامل پروتئین پوششی آغازگرهایی طراحی شد که حاوی 

بود که امکان اتصال به  XhoIو  BamHIهای  سایت برشی آنزیم

 به استاندارد، برای آرسیپی انجام از وکتور بیان را پیدا کند پس

از ژل با   DNA استخراج ژن، از خالص ایاندی آوردن دست

 استفاده از کیت صورت گرفت. 

سویه  E. coliبا توجه به برتری نسبی میزان بیان در میزبان باکتری 

BL21 (DE3) مرسوم دیگر هایه سایر سویهنسبت ب Rosetta در ،

استفاده شد. برای مثال، بیان  BL21(DE3)این پژوهش از سویه 

 Gravevine fan leafپروتئین حرکتی ویروس برگ بادبزنی مو )

virus در سیستم پروکاریوتی توسط دو این دو سویه نشان داد )

 از یشترب مقداری BL21 سویه در حرکتی پروتئین بیان میزان که

( و Koolivand et al. 2016بود ) Rosetta ی سویه در بیان میزان

در مطالعه دیگر، بیان ژن پروتئین پوششی ویروس تریستیزای 

بیشتر از  BL21(DE3)( در سویه Citrus tristeza virusمرکبات )

(. Amiri Sadaghan et al. 2013بود ) Rosettaمیزان بیان آن در 

 میزبان برای شود، بیان حد از بیش پروتئین اگر مواقع بعضی در

بوده و از آستانه تحمل میزبان عبورکرده و باعث از بین  سمی

( ولی چنین Gupta et al. 1999شود )رفتن سلول میزبان می

گزارش نشده است.  BL21(DE3)موردی برای بیان در سویه 

استفاده شد  pET28aبیان )+( همچنین در این پژوهش از پلاسمید

در میزبان  نوترکیب پروتئین تولید ها برایپژوهش عمده در که 

-برچسب دارای این پلاسمید بیان شود.می استفاده E. coliباکتری 

دربخش پایین دست و بالادست 6X His-tag های هیستیدینی 

سازی و استخراج بوده که به تشخیص بهتر بیان پروتئین، خالص

( و به همین علت در Gulati-Sakhuja et al. 2009کند )کمک می

پروتئینی اندازه پروتئین بیان شده بیشتر از اندازه  الکتروفورز

 21واقعی پروتئین است. در این پژوهش با توجه به اندازه حدود 

کیلودالتون در  5و حدود  ACLSVکیلودالتونی پروتئین پوششی 

 ارتباط با دو برچسب هیستیدینی که به ابتدا و انتهای پروتئین

کیلو  26شوند، اندازه پروتئین به دست آمده حدود اضافه می

باشد. دهنده بیان صحیح پروتئین مورد نظر میدالتون بود که نشان

با استفاده از  ACLSVترسیم ساختار سه بعدی پروتئین پوششی 

به صورت آنلاین انجام  Phyre2  (Kelley et al. 2015)نرم افزار

ژنیک در سطح پروتئین ای آنتیشد که بیانگر حضور ساختاره

-بینی اپیمذکور بود. همچنین آنالیز این پروتئین به منظور پیش

 ،)IEDB )/https://www.iedb.orgهای آن در پایگاه داده توپ

های خطی و فضایی متعدد در ساختار توپحاکی از وجود اپی

ها نشان دهنده خاصیت نتایج این بررسیپروتئین پوششی بود که 

 زا بودن پروتئین پوششی ویروس بود.ژنیک و ایمنیآنتی

های گیاهی در عمده مشکلات در مورد بیان ژن های ویروس

ها پس از بیان سیستم پروکاریوتی مربوط به تشکیل اینکلوژن بادی

باشد که امکان محلول کردن و شکستن این نوع پروتئین دشوار می

ها را به باشد تا بتوان آنو مستلزم به کار بردن مواد و تجهیزات می

صورت محلول در آورد، اما با وجود این مشکلات، بسیاری از 

های مورد نظر در سیستم پروکاریوتی حتی در محققین با بیان ژن

صورت تشکیل اینکلوژن بادی نیز موفق به خالص سازی پروتئین 

اند زا شدهور به عنوان ماده ایمنیو استفاده از پروتئین مذک

(Kumari et al. 2001; Korimbocus et al. 2002; Čeřovská et 

al. 2006).  در این تحقیق، با توجه به تشکیل و شدت باند

رسد که اینکلوژن (، به نظر می5پروتئینی مورد نظر در ژل )شکل 

بادی تشکیل نشده و حداقل بخش عمده پروتئین پروششی 

ACLSV های متعددی از به صورت محلول بوده است. مثال

ها در محلول بودن کامل یا بخشی از پروتئین پوششی ویروس

 ;Raikhy et al. 2007)گزارش شده است  E. coliسیستم بیانی 

Lee and Chang, 2008; Gulati-Sakhuja et al. 2009) . 

بر اساس نتایج حاصل از مطالعات پیشین، در این پژوهش از 

در پلاسمید  T7promoterمولار برای القاء پیشبر غلظت یک میلی

و زمان انکوباسیون چهار ساعت  pET28a-ACLSV-CPنوترکیب 

تاثیری بی بر مبنی گزارشی بعد از القاء برای بیان استفاده شد. در
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 پروتئین تهیه در ژن بیان تحریک برای IPTG افزایش غلظت

 5/0-2(، غلظتCMVر)خیا موزاییک ویروس پوششی نوترکیب

داری بر میزان مولار را مورد آزمایش قرار دادند که تاثیر معنیمیلی

 (. در پژوهش دیگر، برایRostami et al. 2015بیان نداشت )

 هایغلظت پوششی ویروس برگ بادبزنی مو از پروتئین تولید

نتایج  که شد استفاده القاء برای IPTGمولارمیلی 6و  2، 1مختلف 

های مورد استفاده بود غلظت بین داری دراز عدم معنیحاکی 

(Sokhandan-Bashir et al. 2015a.) مدت  همچنین، طول

ساعت بعد از  16و  6، 4های را در زمان بیان برای انکوباسیون

بین میزان  داریمعنی القاء مورد مطالعه قرار دادند که تفاوت

د. در پژوهش دیگر، های مورد مطالعه مشاهده نشپروتئین در زمان

 انکوباسیون مولار برای تلقیح و زمانمیلی 5/1، 1، 5/0سه غلظت 

ساعت در  4و  3، 2، 1القا را  از پس باکتریایی سوسپانسیون

مورد آزمایش قرار دادند که   BL21(DE3)سویه   E. coliباکتری 

برای القاء  IPTGنشان داد که بهترین غلظت  SDS-PAGEنتایج 

لار و بهترین زمان انکوباسیون سوسپانسیون باکتریایی مویک میلی

 (. Hamdayanty et al. 2016باشد )ساعت می 3پس از القاء 

بنابراین، در این پژوهش سازه بیانی برای تولید پروتئین پوششی 

برگی کلروتیک سیب ساخته شد و کارایی نوترکیب ویروس لکه

مورد آزمون قرار  SDS-PAGEآن در تولید این پروتئین با روش 

دهنده بیان آن با غلظت مناسب بود. با استفاده از گرفت که نشان

توان پروتئین نوترکیب مذکور را در مقیاس وسیع و این سازه می

-ای و تکبادی چند همسانهخلوص زیاد تولید و برای تولید آنتی

ای در مطالعات بعدی مورد استفاده قرار داد. هرچند در همسانه

در مقایسه با الایزا  PCRت پیشین میزان حساسیت روش مطالعا

تا صد برابر  (Malan, 2014)، حدود هفتاد ACLSVدر ردیابی 

(Candresse et al. 1995)  گزارش شده است اما هنوز الایزا در

ها و از جمله این ویروس در مقیاس زیاد به دلیل ردیابی ویروس

رغم تنوع دارد. علی جویی در زمان و هزینه بسیار کاربردصرفه

-، الایزا قادر به ردیابی جدایهACLSVژنتیکی نسبتا زیاد ویروس 

 (Malan, 2014)های تبارزایی بود های این ویروس در تمام گروه

که ممکن است به دلیل حفاظت شدگی نسبتا زیاد قسمت انتهای 

 .(Al Rwahnih et al. 2004)کربوکسیلی پروتئین پوششی باشد 
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ABSTRACT 

The Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV) is among of the most common virus 

infecting pome and stone fruit trees around the world. The virus has spread throughout the 

world and has been reported in many hosts such as; apples, pears, peaches and cherries. The 

purpose of this study is to express the coat protein (CP) of ACLSV in E. coli. CP 

expression in E. coli has been developed to prepare antigen for antibody production without 

needs to purify the virus from infected plant. In this study, complete CP gene (582 bp) from 

an isolate of ACLSV (SSa) was amplified by specific primers, MF and MR. The amplified 

CP gene was ligated to TA cloning vector (pTG19-ACLSV CP) and transformed into E. 

coli strain DH5α. Transformed cells were selected on LB containing ampicillin, X-Gal and 

IPTG, and recombinant plasmids were confirmed by restriction analysis. Then, the pTG-

ACLSV CP was sub-cloned into pET28a (+) as expression vector that digested by BamHl 

and XhoI restriction enzymes. Finally, the pET28a-ACLSV CP was transformed into E. coli 

strain BL21 by heat shock method. For ACLSV CP expression, the cells containing 

pET28a-ACLSV CP were induced by 1 mM of IPTG and the protein was extracted two and 

four hours after induction and analyzed in SDS-PAGE. The SDS-PAGE result showed that 

ACLSV CP have been expressed that is expected based on additional tags from plasmid.  

Keywords: Antibody, Cloning, Expression, Recombinant protein, SDS-PAGE 
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