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های باشد یکی از گليکوپروتئينشامل پپتيدهای لاکتوفرامپين و لاکتوفریسين میکه لاکتوفرین 

 و بوده مطرح ایمنی سيستم ذاتی جزء عنوان به . لاکتوفرینشير با خواص ضد ميکروبی است

سنتز کایمری هدف از این پژوهش  دهد.می نشان را ميکروبی حملات برابر در دفاعی سد اولين

های شاخص مواد پپتيدی و ارزیابی تاثير پپتيد نوترکيب توليد شده روی پاتوژن این دو زیر واحد

ترجيحی  ونبر اساس کدپس از بهينه شدن ين لاکتوفریس-توالی کایمری لاکتوفرامپين غذایی بود.

به وکتور سپس سنتز شد و pGH صورت مصنوعی درون وکتور به  ،بيان شونده در گياه توتون

. پلاسميد بيانی نوترکيب از طریق فرآیند ذوب و انجماد به باکتری گردیدمنتقل  pBI121بيانی 

یسک برگ به گياه توتون منتقل منتقل شد. در نهایت با کمک روش د ریزوژنز آگروباکتریوم

انجام و فرآیند  Tris-HCl. استخراج پروتئين نوترکيب از گياه توتون با استفاده از روش گردید

در  MICآزمایش های نيکل آگارز انجام شد. تخليص با استفاده از کروماتوگرافی ستون

تایج نشان داد که مقدار در نهایت ن. انجام شد رقيق سازیخانه استریل و با روش  96ميکروپليت 

نتایج همچنين باشد و کيفيت مطلوبی نيز دارد. ليتر میگرم در ميلیميلی 52/1پروتئين نوترکيب 

 زا دارد.های بيمارینشان داد که ترکيب کایمری اثر بازدارندگی خوبی روی ميکروارگانيسم
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  مقدمه

 

 استفاده مورد هم بسیار که ژنتیک، مهندسی هایتکنیک امروزه

 مورد بیولوژیکی سیستم کنترل سطح یک عنوان به گیرند،می قرار

 در موجود بیولوژیکی اجزای بیان امکان که گیرندمی قرار استفاده

 کندمی فراهم را میکروبی ضد پپتیدهای یا هاژنآنتی مانند طبیعت

(Jaydari et al. 2019; Nazifi et al. 2019 Tanhaeian et al. 

 که است نوترکیب پروتئین یک تولید شامل هاروش این (.;2019

 شده بهینه خواص با جدید بیولوژیکی ماده عنوان به تواندمی

 در ملکولی هایتکنیک از استفاده. گیرد قرار استفاده مورد

 تولید برای بالایی نسیلپتا یک از استفاده امکان کشاورزی،

 خون، هایجایگزین ها،واکسن نوترکیب، هایبادیآنتی نامحدود

 .Schillberg et al) کندمی فراهم را هاآنزیم و رشد فاکتورهای

 هایسیستم در نوترکیب پروتئین تولید مزایای مهمترین از(. 2002

 با مقایسه در آن اقتصادی تولید به توانمی گیاهان بیانی

 مشابه و فعال بیولوژیکی اجزای تولید صنعتی، هاییستمس

 پروتئین یک بالای تولید و ژن بالای بیان طبیعی، محصولات

 جانبی عوارض و آلودگی وجود عدم و بیشتر پایداری با نوترکیب

 گلیکوپروتئین یک لاکتوفرین .(Ma & Vine 1999) کرد اشاره

 خانواده از ندالتو کیلو 80 مولکولی وزن با آهن به متصل

 قرمز جزء یک عنوان به بار اولین برای که است ترانسفرین

 این .(Wakabayashi et al. 2006) شد جدا گاو شیر از ناشناخته

 دور هاپاتوژن و هاباکتری از را آزاد آهن آهن، جذب با پروتئین

 دارند، نیاز آهن به تکثیر و رشد زندگی، ادامه برای چراکه کند،می

 به تواندمی لاکتوفرین بنابراین. نیستند ماندن زنده به قادر نتیجه در

 Kozak) شود زاییعفونت عامل مهار باعث غیرمستقیم طور

 طول. باشدمی شده محافظت هاگونه بین در لاکتوفرین ژن (.1989

mRNA یک از پروتئین این شود،می حفظ باز 1900-2600 آن 

 شده تشکیل آمینه اسید 700 طول با منفرد پپتیدی پلی زنجیره

 از غنی منبع لاکتوفرین .(García-Montoya et al. 2012) است

 تواندمی که است هیدروفوبیک و کاتیونی فعال میکروبی ضد پپتید

 .(Sinha et al. 2013) گیرد قرار استفاده مورد هامیکروب مقابل در

 و( Lactoferrampin) لاکتوفرامپین پپتیدها، این بین در

 لاکتوفرین N لوب I دامنه در که ،(Lactoferricin) فریسینلاکتو

 .(Senkovich et al. 2007) هستند ترفعال دارند، قرار

مینه آاسید  248-268از پروتئین لاکتوفرامپین دارای  N1دامنه 

های باشد که فعالیت گسترده ضد میکروبی را در برابر باکتریمی

 Bacillus subtilis ،Escherichiaمنفی مانند گرم گرم مثبت و 

coli ،Pseudomonas aeruginosa  وStaphylococcus aureus 

 Cترمینال . (van der Kraan et al. 2004) دهدنشان می

لاکتوفرامپین با داشتن بار مثبت، برای فعالیت ضد میکروبی بسیار 

از  248-270مهم است، همچنین اسیدهای آمینه موجود در دامنه 

 van)برای ساختار مارپیچی این پپتید ضروری است  Nترمینال 

der Kraan et al. 2004) . ای اسید آمینه 25لاکتوفریسین یک پپتید

چند منظوره است که با تجزیه طبیعی لاکتوفرین توسط آنزیم 

آید. تفاوت اصلی بین این پپتید و لاکتوفرامپین پپسین به وجود می

وجود پیوند دی سولفید بین دو اسید آمینه سیستئین موجود در 

. مکانیسم فعالیت ضد (Sinha et al. 2013)لاکتوفریسین است 

بیست و اسید آمینه آمفیپاتیک اولیه و  11میکروبی این پپتید به 

 .Sinha et al)آمینه پرولین آن نسبت داده شده است  اسید ششمین

، برای اولین بار پپتیدهای لاکتوفرامپین و 2009. در سال (2013

اسید لیزین مرتبط بودند، به  آمینولاکتوفریسین گاو، که از طریق 

صورت نوترکیب تولید و فعالیت ضد باکتریایی آنها در برابر 

گیری شد. نتایج این مطالعه نشان داد که ها اندازهبرخی باکتری

وفریسین به طور جداگانه فعالیت لاکت -کایمر لاکتوفرامپین 

کند بالاتری نسبت به لاکتوفرامپین یا لاکتوفریسین ایجاد می

(Bolscher et al. 2009). 

-ولید کایمر نوترکیب لاکتوفرامپینهدف از این مطالعه ت

ی و لاکتوفریسین گاوی در گیاه توتون با استفاده از تراریختگ

ایمر کاین  کد کنندهنوکلئوتیدی همچنین ارزیابی سطح بیان توالی 

صال باشد. از این رو، با بررسی برخی منابع علمی، ویژگی اتمی

 مورد بررسی in silicoشرایط لاکتوفرامپین و لاکتوفریسین در 

رای های ترجیحی بقرار گرفت. در ادامه پس از بهینه کردن کدون

ق حقیتاین  بیان در گیاه توتون، توالی کایمر مورد نظر سنتز شد.

  .باشدحاصل طرح پژوهشی در دانشگاه آزاد اسلامی واحد بم می
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  هاروش و مواد

 

 سازه نوترکیب طراحی

برای تعیین  CLC Main Workbench نرم افزار در این مطالعه، از

های اثر آنزیم محدود کننده و بررسی سایر عناصر مورد نیاز محل

یانی سازی استفاده شد. همچنین ساختار بیند همسانهآبرای فر

اکتوفریسین در سیستم بیانی -توالی نوترکیب لاکتوفرامپین

توتون مورد  یوکاریوتی، قبل و بعد از بهینه سازی کدون در گیاه

 OptimumGeneTMآنلاین  از نرم افزاربررسی قرار گرفت. 

GenScript های ژن هدف در سیستم نوبه منظور بهینه سازی کد

 G+C بیانی گیاه توتون، محاسبه شاخص سازگاری کدون، درصد

 های نادر استفاده شدردیابی کدونهمچنین و 

(https://www.genscript.com/gensmart-free-gene-codon-

optimization.html .)های مورد نظر برای برای یافتن کدون

 ژاپن DNA Kazusa گیاهان، از بانک اطلاعاتی موسسه تحقیقات

(http://www.kazusa.or.jp/codon)  استفاده شد. در ادامه نیز

اضافه شد که هدف از این  5´به انتهای   KDELپتیدتوالی سیگنال 

های گیاهی ل شبکه آندوپلاسمی سلولکار حفظ پروتئین در داخ

نیز قبل از  Kozak (GCCACC)باشد، علاوه بر این توالی می

ها به قرار گرفت. تمامی این بخش (AUG)ه مکدون شروع ترج

منظور تضمین تامین اجزا مورد نظر برای ترجمه صحیح یک 

از شش اسید آمینه هیستیدین برای تسهیل  .رودپروتئین بکار می

ها در مراحل آخر نیز استفاده ایی و خالص سازی پروتئیندر شناس

به ترتیب در  SacI و BamHI شد. سرانجام، دو جایگاه برشی

روند در  برای تسهیل سازه طراحی شده 3´و  5´انتهای 

. توالی قرار داده شد الحاق در درون وکتورسازی و همسانه

 کرها، توالیلاکتوفرسین کایمری گاوی، که شامل لین-لاکتوفرامپین

Kozak و SEKDEL بود، درون وکتور pGH توسط شرکت 

GENEray چین( سنتز شد(.

 
ی به ترتیب در سبز و آب C2 و C1 امنه هایبه ترتیب در زرد و صورتی رنگ هستند، در حالی که د N2 و N1 هایتیک مولکول لاکتوفرین گاو. دامنهنمودار شما -۱ شکل

 .شوندهای قرمز نشان داده میدو اتم آهن به صورت کره .ها به رنگ نارنجی رنگ استمارپیچ متصل بین لوب .رنگ هستند
Fig1. Schematic diagram of the bovine lactoferrin molecule. The N1 and N2 domains are colored in yellow and pink, respectively, while the 

C1 and C2 domains are colored in green and blue, respectively. The interconnecting helix between the lobes is colored in orange. The two 

iron atoms are shown as red spheres. 

 

ه ب لاکتوفریسین–لاکتوفرامپینالحاق ژن هضم آنزیمی و 

 pBI121 پلاسمید بیانی

 سنتز شده ه حاوی توالیک  PGHدر ابتدا وکتور نوترکیب

 E. coliهای مستعد لاکتوفریسین بود به باکتری–لاکتوفرامپین

DH5α ( 90>دقیقه روی یخ  40از طریق فرآیند شوک حرارتی 

روی یخ( منتقل شد  دقیقه 5 >درجه سانتیگراد  42در دمای  ثانیه

 Luria Broth ساعت در محیط کشت 2و پس از آن، به مدت 

(LB)  درجه سانتیگراد انکوبه شد. در انتها روی  37در دمای

 لیترمیلی برمیکروگرم  50حاوی  LB محیط کشت جامد

های درجه سانتیگراد پخش شد. کلونی 37سیلین، در دمای آمپی
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تایید  و شدندسیلین غربال نوترکیب بر اساس مقاومت به آمپی

 M13 استفاده از آغازگرهایبا و  PCRکلونی  تکنیکتوسط نهایی 

 LB لیتر محیط کشتمیلی 5های مثبت در نیو. کلصورت گرفت

درجه  37سیلین در لیتر آمپیمیکروگرم بر میلی 50حاوی 

 ساعت انکوبه شدند. پلاسمیدهای نوترکیب 16سانتیگراد به مدت 

pGH با استفاده از کیت استخراج پلاسمید DNA NC (Plasmid 

NC DNA isolation kit ستخراج شدند. دنازیست، ایران(، ا

و هضم دو آنزیمی،  PCRیند از طریق فرآیند آصحت انجام این فر

 .انجام شد  BamHI وSacI  با استفاده از آنزیم های محدود کننده

 pGH و پلاسمید نوترکیب pBI121در مرحله بعد، پلاسمید بیانی 

 37در دمای  BamHI و SacI های محدود کنندهبا استفاده از آنزیم

و توالی  pBI121یگراد هضم شدند. پلاسمید خطی درجه سانت

با  درصد 1 لاکتوفریسین، از ژل آگارز–لاکتوفرامپین جدا شده

مریکا( بازیابی آ)ترمو،  Prep استفاده از کیت استخراج از ژل مینی

لیگاز  T4 DNA یند الحاق محصولات فوق با کمک آنزیمآشد. فر

ورالعمل شرکت ستدرجه سانتیگراد با استفاده از د 8در دمای 

سازی به منظور بهینه د.گردیمریکا( انجام آسازنده کیت )ترمو، 

به باکتری بیان کننده،  pBI121 فرآیند انتقال پلاسمید نوترکیب

ابتدا پلاسمید با استفاده از فرآیند شوک حرارتی به باکتری 

کانامایسین  منتقل شد و در محیط کشت حاوی DH5α کلونینگ

A  جه سانتیگراد کشت داده شد. پس از آن، در 38و دمای

طور که در بالا توضیح داده همان pBI121 پلاسمیدهای نوترکیب

 -20 د و برای انتقال به باکتری بیانی در دمایگردیاستخراج  ،شد

 ذخیره شد.درجه سانتیگراد 

سویه  اگروباکتریومبه باکتری  pBI121انتقال پلاسمید 
LBA4404 

سویه  Agrobacterium tumefaciensتری در این مطالعه از باک

LBA4404  برای انتقال پلاسمید بیانی به گیاهان با روش ذوب و

انجماد استفاده شد. به منظور انتقال پلاسمید نوترکیب به سویه 

Agrobacterium LBA4404 ،میکروگرم پلاسمید نوترکیب  یک

pBI121  های مستعد میکرولیتر سلول 50به یک لوله حاوی

اضافه شد و پس از اینکه کاملاً مخلوط شدند به  وباکتریومآگر

 2دقیقه روی یخ انکوبه شد. در گام بعدی لوله به مدت  15مدت 

دقیقه در  5دقیقه در نیتروژن مایع منجمد و بعد از آن به مدت 

دقیقه در  5درجه سانتیگراد قرار گرفت و سپس به مدت  37دمای 

اضافه شد  LBلیتر از محیط میلی 1یخ قرار گرفت. به لوله مذکور، 

درجه سانتیگراد در  28و مخلوط به مدت دو ساعت در دمای 

دور در دقیقه کشت داده شد. لوله  150انکیباتور شیکردار در 

دور در دقیقه  4000دقیقه با سرعت  10حاوی باکتری به مدت 

 100سانتریفیوژ شد. مایع رویی برداشته شد و پلیت باکتری در 

میکرولیتر از  70-50سرانجام،  .گردیدیتر محیط کشت حل میکرول

 50یسین )احاوی کانام LBها در محیط کشت جامد باکتری

گرم در لیتر( و میلی 50گرم در لیتر(، ریفامپیسین )میلی

ساعت  48گرم در لیتر( کشت داده شدند. میلی 20جنتامایسین )

و به محیط  های مورد نظر که روی محیط ظاهر شدندبعد، کلونی

از روش  ،مایع منتقل شدند. برای تأیید صحت انجام این فرآیندها

 د.گردیاستفاده  PCR کلونی

 ای گیاه توتونبه ژنوم هسته اگروباکتریومانتقال باکتری 

برره توتررون از روش دیسررک برگرری و  اگروبرراکتریومبرررای انتقررال 

 200اسرتفاده شرد. بررای ایرن منظرور،       اگروبراکتریوم کشتی با هم

حاوی پلاسمید نوترکیرب   اگروباکتریوممیکرولیتر از سوسپانسیون 

pBI121  لیتر محریط کشرت مرایع حراوی کانامایسرین      میلی 50به

(mg/l50( ریفامپیسین ،)mg/l50( و جنتامایسین )mg/l20  انتقرال )

درجره سرانتیگراد شریکر     28ساعت در دمرای   24یافته و به مدت 

دقیقه در  10سیون باکتری به مدت انکوباتور قرار داده شد. سوسپان

درجره سرانتیگراد(. مرایع     4دمرای  در دور سانتریفیوژ شد ) 5000

لیترر از محریط   میلری  20 اکتریب سلولهاید و به گردیرویی حذف 

کشت تلقیح اضافه شد. محیط کشرت تلقریح شرامل سره قسرمت      

میکرومرولار استوسریرینگون    150و  LBو یک قسمت  MSمحیط 

 28دقیقره در تراریکی و در دمرای     30یی به مدت . محلول نهابود

 5/0×5/0 هرای درجه سانتیگراد قرار داده شد. در فراز دیگرر تکره   

دقیقه در محیط کشرت تلقریح    10تون به مدت وز برگ تا سانتیمتر

ترا   انتقرال داده شردند  قرار داده شده و سپس بر روی کاغذ صافی 

کامرل حرذف   هرا بطرور   سوسپانسیون باکتری از اطراف ریزنمونره 

 2/0حراوی   MSکشرتی )محریط   ها به محریط هرم  گردد. ریزنمونه

فاقررد  NAAگرررم بررر لیتررر میلرری 1/0و  BAگرررم بررر لیتررر میلرری

درجره   25سراعت در دمرای    48بیوتیک( منتقل شرد و بررای   آنتی
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فویرل آلومینیروم پیچیرده     درهرای مرذکور   . پترری یددگر رینگهدا

در تراریکی   روبراکتریوم اگهای برگری و  کشتی دیسکشدند تا هم

بره   اگروبراکتریوم انجام شود. وجود تاریکی باعرث افرزایش نفروذ    

ها به محیط کشتی، ریزنمونهشود. پس از انجام همبافت گیاهی می

 1 گررم در لیترر سراکارز،    MS ،30هرای  شرامل نمرک   یری زاشاخه

 NAA ،300گرررم در لیتررر  میلرری BAP ،1/0گرررم در لیتررر  میلرری

بیوتیرک  گرم در لیترر آنتری  میلی 50اکسیم و تر سفوگرم در لیتمیلی

د. از نقاط زخم خورده و همچنین از قاعده گردیکانامایسین منتقل 

اهر هرای تراریختره ظر   های توتون، شاخسراره محل برش ریزنمونه

سرانتیمتر(   5/0حردود  در د و هنگامی که به اندازه مناسربی ) گردی

دا شرده و بره محریط    رسیدند با یک اسکالپل تیز از ریزنمونره جر  

گررم در لیترر    8گرم در لیتر ساکارز،  15حاوی  MS)محیط  جدید

گررم در لیترر   میلری  50گرم در لیتر سفوتاکسریم و  میلی 200آگار ،

هررای کانامایسررین( انتقررال داده شرردند. هنگررامی کرره طررول شرراخه

و  BAPسانتیمتر رسید، به محیط القاء ریشره )فاقرد    5تراریخته به 

سرپس   ( انتقرال داده شردند.  NAAگررم در لیترر   لری می 1/0حاوی 

شرامل   گلردان منتقل شدند.  هاهای تراریخته شده به گلدانگیاهچه

( بوده که برای تامین رطوبت، به انردازه کرافی   1:1پیت و پرلایت )

آبیاری شد. جهرت جلروگیری از تبخیرر آب و تحمیرل ترنش بره       

ای حراوی  هر ها، یک لیوان پلاسرتیکی شرفاف روی لیروان   گیاهچه

هایی روی لیوان برالایی  گیاهچه قرار داده شد. سه روز بعد سوراخ

ایجاد شد تا رطوبت فضای رشد گیراه تعردیل گرردد. هرر دو روز     

یکبار، بخشی از لیوان بالایی جدا شرد ترا اینکره در نهایرت لیروان      

 نمرودن  ینرد را سرازگار  آبالایی بطرور کامرل حرذف شرد. ایرن فر     

(Acclimatizationمی )منرد. در نهایرت گیاهران جهرت بررسری      نا

 به گلخانه انتقال یافتند. نسل اولبیشتر و بدست آوردن بذور 

کتوفریسین گاوی در لا-موقت توالی کدکننده لاکتوفرامپینبیان 

 توتون

عررلاوه بررر ترانسفورماسرریون پایرردار برره گیرراه توتررون، از روش    

-رامپینکتروف اگرواینفیلتریشن برای بیان موقت توالی کرد کننرده لا  

د. بردین منظرور،   گردیر لاکتوفریسین گاوی در گیاه توتون استفاده 

حاوی پلاسمید نوترکیب برداشته شرد   اگروباکتریومیک کلونی از 

گررم در لیترر،   میلی 50حاوی  LBساعت در محیط  48و به مدت 

گرم در لیتر کانامایسرین  میلی 50گرم در لیتر جنتامایسین، میلی 10

لیتر ریفامپیسین کشت داده شد. پس از رسریدن  گرم در میلی 50و 

، محلرول  سرانتریفیوژ شرد و    600OD=1.5غلظت محیط کشت بره  

باکتریرایی در محریط اینفیلتریشرن     رسوبسوپرناتانت حذف شد، 

مرررولار و میلررری MES 10مرررولار ،میلررری 2MgCl 10)حررراوی 

میکرومرولار( حرل شرد و ترراکم سرلولی در       150استوسیرینگون 

0.5=600OD 120نظیم شد. سپس سوسپانسیون حاصله بره مردت   ت 

دقیقرره در دمررای اترراق انکوبرره شررد. برررای انتقررال سوسپانسرریون  

 گردیرد به برگ توتون از سرنگ فاقد سوزن اسرتفاده   اگروباکتریوم

(Sparkes et al. 2006)   با فشار سرنگ، سوسپانسیون براکتری بره .

درون بافت برگی نفوذ کرد. آنالیز بیان ژن سه روز پرس از انتقرال   

 باکتری به گیاه شروع شد.

 استخراج پروتئین کل

برای استخراج پروتئین از بافت گیاهی مورد  Tris-HClروش 

های یک گرمی از برگ توتون در ازت استفاده قرار گرفت. نمونه

لیتر بافر استخراج ودر شدند. پودر حاصله با سه میلیمایع پ

 8pH= ،10با  HCl-Trisمولار میلی 100)محلول آبی با غلظت 

 50، نیم درصد بتا مرکاپتواتانول،PH=8با  EDTA مولارمیلی

( سرد شده روی یخ مخلوط گردید. سپس با PMSFمیکرومولار 

سانتیگراد  درجه 4دقیقه و در دمای  20به مدت  g 11000دور 

مانده در حجم سانتریفیوژ شد و فاز رویی دور ریخته شد. باقی

جدید توزیع گردید و  اپندرف هایمیکرولیتر در تیوب 500های 

 25/1میکرولیتر بافر نمونه )محلول آبی با ترکیب  500به هر یک 

 SDS 10لیتر میلی 2نیم مولار، و  =6/8pHبا  Tris-HCl لیترمیلی

میکرولیتر بتامرکاپتواتانول،  250لیتر گلیسرول،لی، یک میدرصد

 3لیتر( افزوده شد و میلی 5گرم بروموفنل بلو در حجم یک میلی

دقیقه قرار گرفتن در  5دقیقه در آب جوش انکوبه شده و پس از 

درجه سانتیگراد ذخیره شدند. جهت تخلیص  -20یخ، در دمای 

ستون نیکل )ترمو، پپتید کایمری از پروتئین کل از کیت حاوی 

مولار بر اساس پروتکل شرکت میلی 250مریکا( و ایمدازول آ

توالی کایمری دارای افزونه  . به دلیل اینکهدگردیسازنده استفاده 

و امکان تخلیص  بودهبه ستون نیکل  قابل اتصال بودهیس تگ 

نوترکیب،  پپتیدبعد از خالص سازی  .دگردیفراهم  نوترکیب پپتید
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انجام  SDS-PAGEز پروتئین خالص شده روی ژل الکتروفور

 شد.

 ینگبلات ترنوس روش به نوترکیب  پروتئین بررسی

فر ر بارا به اندازه ژل برش داده و د یتروسلولزابتدا کاغذ ن در

به  یصاف چند عدد کاغذ ینشد همچن یساندهوسترن کاملا خ

ر باف یاردر مقد یاسفنج هاییهاندازه ژل برش زده و همراه با لا

در مرحله بعد صفحه  یدگرد یسخ یقهدق 10وسترن به مدت 

مخصوص انتقال را باز کرده و اسفنج  یکیمشبک سبد پلاست

 یزرا ن یصاف یهاآن قرار داده شد سپس کاغذ یشده را رو یسخ

کاغذ  یاسفنج گذاشته در مرحله بعد ژل را رو یتک تک رو

ند گذاشته همانآن  یرا رو یتروسلولزقرار داده و کاغذ ن یصاف

و  قرار داده یتروسلولزکاغذ ن یرو هایمراحل قبل کاغذ صاف

 هایهلا ینحباب ب یلهسپس توسط م. آن گذاشته شد یاسفنج بر رو

جموعه م یتو در نها یدبه هم وصل گرد هاییرهرا گرفته شد و گ

ه ر دادقرا ینگدر داخل تانک وسترن بلات یاشده به گونه یچساندو

قرار  یه سمت قطب مثبت و ژل به سمت قطب منفب ءشد که غشا

 . یدگردولت الکتروفورز  100با ولتاژ  یقهدق 90گرفت و به مدت 

 سنجش غلظت کلی پروتئین با روش بردفورد

اسررتفاده از روش بردفررورد و رنررگ بررا سررنجش غلظررت پررروتئین 

گررم   1/0کوماسی بلو انجام شد. برای تهیه محلول استوک رنرگ،  

لیتر اتانول حرل شرد و پرس از    میلی 50در  G 250 از کوماسی بلو

 به آندرصد  85 فسفریک لیتر اسیدمیلی 100عبور از کاغذ صافی، 

 200اضافه شرد و حجرم نهرایی آن برا اسرتفاده از آب مقطرر بره        

ار لیتر رسانده شد. در ادامه، این محلول به نسبت یک بره چهر  میلی

هرای مختلرس سررم    استفاده شد. برای استفاده از غلظت ب مقطرآ

( از کیت تجراری بردفرورد )ترمرو، امریکرا(     BSAآلبومین گاوی )

میرزان   میکرولیتر از استانداردهای بیران و  60د. میزان گردیاستفاده 

گیررری شرد. لازم برذکر اسرت کرره    نرانومتر انردازه   595جرذب در  

ه بدقیقه پس از اضافه کردن نمونه  5گیری جذب نوری باید اندازه

انجام شود و بر اساس آن منحنی استاندارد ترسیم محلول سنجش 

 شود.می

 Minimum Inhibitoryتعیین حدداقل غلظدت بازدارنددگی     

Concentration ) 

در میکروپلیت ( MICغلظت بازدارندگی ) حداقل تعیینآزمایش 

 Microdilutionخانه استریل و با روش براث میکرودایلوشن ) 96

broth) .24 کشت هاباکتری از ابتدا ظوراین من برای انجام شد 

)محیطی که کدورت  فارلند مک 5/0 تهیه از پس .شد تهیه ساعته

 در هاباکتری از باکتری است( 5/1 × 810آن معادل محیط حاوی

 از میکرولیتر 100 مقدار آلمان(، )مرک، براث هینتون محیط مولر

 خانه 96 پلیت هایازچاهک یک هر به شده تهیه سوسپانسیون

میکرولیتر از  100سپس به اولین چاهک ردیس اول شد،  ضافها

پروتئین کایمری، اضافه گردید و پس از چند بار پیپت کردن از 

رقیق شد  11چاهک دوم به سوم و به همین ترتیب تا چاهک 

های هر چاهک به ترتیب در هر ردیس نسبت به ردیس )غلظت

دیس به عنوان هر ر 11. چاهک شماره یافتبالایی به نصس تقلیل 

و  DMSO ،شاهد تیمار )کنترل منفی(، فقط حاوی محیط کشت

تا آلودگی  نگردیدترکیب مورد استفاده بود و باکتری در آن کشت 

هر ردیس به  12احتمالی سبب بروز خطا نشود، چاهک شماره 

تا از شرایط مناسب شد عنوان شاهد باکتری )کنترل مثبت( استفاده 

ی اطمینان حاصل شود، که برای تعیین کشت و رشد نرمال باکتر

و باکتری بود. بعد  DMSOکدورت باکتری حاوی محیط کشت، 

از تلقیح باکتری، میکروپلیت بر روی دستگاه چرخاننده قرار 

درجه  38ساعت انکوباسیون در دمای  18 تا 16گرفت و 

. بعد از اتمام انکوباسیون، کدورت یا عدم انجام شد گرادسانتی

چاهک به صورت چشمی مشاهده و جذب نوری کدورت در 

( در STAT FAX 2100گر پلیت الیزا )توسط دستگاه خوانش

از کمترین  MICنانومتر خوانده شد. برای تعیین  630طول موج 

 Wiegand) استفاده شد ،غلظتی که در آن کدورتی مشاهده نگردید

et al.2008.) 

 Minimum Bactericidal  حدددداقل غلظدددت کشدددندگی

Concentration)  

های (، از چاهکMBCگیری حداقل غلظت کشندگی )برای اندازه

میکرولیتر در  10فاقد کدورت ارزیابی حداقل بازدارندگی، مقدار 

( NAشرایط استریل برداشته شد و بر روی محیط آگار غذایی )
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 و همکاران سرحدی  ....لاکتوفرامپین پپتید کایمری بیان و طراحی

 

 46 1399 بهار و تابستان /1شماره  /نهمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

درجه  37ساعته در دمای  24کشت داده شد. پس از انکوباسیون 

ها را درصد از باکتری 9/99ی که توانسته سانتیگراد، کمترین رقت

در نظر گرفته شد. کلیه مراحل آزمایش سه  MBCبکشُد، به عنوان 

 بار تکرار شد و نتایج به صورت میانگین ارائه گردید.

  و بحث نتایج

گیراه   مبتنی بر ترجیح کدون در DNAتوالی  in silicoبهینه سازی 

پس . سر شدانجام  GenScript ر آنلایننرم افزاتوتون با استفاده از 

به عنوان  Kozak، توالی CLC WorkBench با استفاده از نرم افزار

ها و منطقه کدگذاری سیگنال محل اتصال ریبوزومی در یوکاریوت

 (.2 با موفقیت اضافه شدند )شکل SEKDELپپتید 

 سازی سازه ژنیهمسانه

ژن  پس از طراحی و سنتز مصنوعی ژن مورد نظر، وکترور حراوی  

سازی با موفقیت همسانه DH5αسویه  E.coliمصنوعی در باکتری 

برا   PCRزمرون کلرونی   آیند، توسط آگردید و صحت انجام این فر

هرای مثبرت،   استفاده از آغازگرهای اختصاصی تأییرد شرد. نمونره   

نوترکیب با راندمان  pGHدوباره کشت داده شدند و پلاسیمدهای 

و  PCRزمرون کلرونی   آد توسرط  ینر آبالاتر استخراج شدند. این فر

استفاده از پرایمرهای اختصاصی و همچنین هضرم دو آنزیمری برا    

تأییرد شرد.    BamHIو  SacIهرای محردود کننرده    استفاده از آنزیم

لاکتوفریسین( و –جفت باز )ژن لاکتوفرامپین 146ای به طول قطعه

(. A -3 حاصرل شرد )شرکل    Kb 3به طول  pGHپلاسمید خطی 

های محدود کننده توسط آنزیم pBI121پلاسمید  هضم دو آنزیمی

SacI  وBamHI  شرکل( 3 با موفقیت انجام شد- B  و الحراق ژن )

نیرز بره    T4با استفاده از آنرزیم   pBI121هدف درون وکتور بیانی 

د. پلاسرمیدهای نوترکیرب بره براکتری     گردیر طور صرحیح انجرام   

DH5α    یط منتقل شدند. غربالگری، براساس رشرد براکتری در محر

انجرام   PCRنی ویند کلآبیوتیک کانامایسین و فرکشت حاوی آنتی

سراعت   16پرس از   pBI121پلاسرمیدهای   (.C -3 د )شکلگردی

مرایع، اسرتخراج    LBدر محریط کشرت    DH5αهای کشت باکتری

های محردود کننرده   شدند و صحت انجام این فرآیند توسط آنزیم

درصررد  1 هضررم دو آنزیمرری تأییررد شررد. نتررایج روی ژل آگررارز 

 146لاکتوفریسین را با طول  –لاکتوفرامپین  اری شدند و ژنذبارگ

(. در نهایررت پلاسررمیدها D -3 )شررکل جفررت برراز مشرراهده شررد

یابی شدند و نتایج، صحت توالی هدف را در پلاسمید بیرانی  توالی

 تأیید کرد.

 اگروباکتریومانتقال پلاسمید به 

انجمراد بره   -ذوب نوترکیرب از طریرق فرآینرد     121pBIپلاسمید 

 LBA 4404سرویه   Agrobacterium tumefaciens درون براکتری 

های تراریخت، از محیط کشرت  انتقال داده شد. برای غربال سلول

بیوتیرک ریفامپیسرین، جنتامایسرین و کانامایسرین     حاوی سه آنتری 

 بره دلیرل   اگروباکتریومهای مهندسی شده استفاده شد. تمامی سویه

ژنوم، نسبت به ریفامپیسرین مقراوم هسرتند،     وجود ژن مقاومت در

موجررود در پلاسررمید  nptIIمقاومررت برره کانامایسررین توسررط ژن 

121pBI  4404شود و سرویه  ایجاد میLBA      بره طرور خراص بره

بیوتیرک باعرث   جنتامایسین مقاوم است. استفاده توام از سره آنتری  

های تراریخته شرده و خطرر فررار    اطمینان از فرآیند گزینش سلول

هررای تراریخررت نشررده از فشررار گزینشرری را برره حررداقل  سررلول

 bpرساند. با این وجود، حضرور پلاسرمید حراوی ژن هردف )    می

( D -3 )شرکل  PCR نیوهای تراریخته توسط کل( در باکتری146

 هرای منتخرب بررای انتقرال دادن بره گیراه      د. از باکتریگردیتأیید 

 استفاده شد.

 تهکشتی و باززایی گیاهان تراریخهم

های برگی گیراه برا   کشتی دیسکترانسفورماسیون گیاه از طریق هم

صرورت گرفرت.    LB4404استرین  A Tumefaciensسوسپانسیون 

 10/1 و BAPاز هورمرون   گررم میلری  11/0 تیمار هورمونی شامل

با موفقیت انجام شد. هجده روز پرس از   NAAهورمون  گرممیلی

هرای شراخه   ، نخستین آغازهزاییها به محیط شاخهانتقال ریزنمونه

ها به صورت بافت متراکم بر روی ریزنمونه ظاهر شدند. این آغازه

های سربز  کالوس مانندی بودند که به فاصله کوتاهی نخستین برگ

ها در محل برش بر روی آن ها پدیدار شدند. بیشترین میزان شاخه

و همچنین در محل زخم خوردگی نمونه )ناشی از کراربرد پرنس(   

هرای تراریختره بره محریط طویرل      (. شاخهA -4 جاد شد )شکلای

زایی انتقال داده شدند و شدن منتقل شدند و سپس به محیط ریشه

هایی حاوی پیرت و پرلایرت انتقرال داده شردند     در انتها  به گلدان

 . (B -4 )شکل
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 و همکاران سرحدی  ....لاکتوفرامپین پپتید کایمری بیان و طراحی

 

 47 1399بهار و تابستان  /1شماره  /نهمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

 
 بیان این پروتئین در گیاه توتونها برای نوکتوفریسین پس از بهینه شدن کدلا-سازه کایمری لاکتوفرامپین -۲ شکل

Fig2. Construct of chimeric lactoferrampine - lactoferricin after codon optimization for protein expression in tobacco 

 

 
: الکتروفورز BamHI. Bو  SacIدو آنزیم لاکتوفریسین است توسط -که حاوی توالی لاکتوفرامپین pGH: الکتروفورز محصولات هضم دو آنزیمی پلاسمید A -۳ شکل

انتقال  PCRی : نتایج کلونpBI12 .Dحاوی پلاسمید  DH5αروی باکتری  PCR: نتایج کلونی BamHI .Cو  SacIتوسط دو آنزیم  pBI121هضم دو آنزیمی پلاسمید 

 M13با استفاده از پرایمر ،  Agrobacteriumبه باکتری  pBI121پلاسمید 

Fig3. A: Electrophoresis of pGH vector digestion products containing chimeric lactoferrampine-lactoferricin fragment with SacI and BamHI 

restriction enzymes. B: Electrophoresis of pBI121 vector digestion using SacI and BamHI restriction enzymes. C: Colony-PCR results of 

target gen of the pBI121 vector using specific primers. D: Colony-PCR test to confirm the transforming the pBI121 plasmid into 

Agrobacterium using M13 primer. 
 

 
زایی از وب در محیط ریشهتشکیل ریشه بسیار مطل :Bباشد. ها بر روی آنها قابل رویت میندی که نخستین برگنها به صورت بافت متراکم کالوس ماآغازهA:  -4 شکل

 بافت کامل شاخساره
Fig4. A: The beginnings with callus-like texture which are visible on the first leaves. B: Desirable root formation. 
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 و همکاران سرحدی  ....لاکتوفرامپین پپتید کایمری بیان و طراحی

 

 48 1399 بهار و تابستان /1شماره  /نهمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

 بررسی بیان ژن در سطح پروتئین

انجرام   Tris-HClاستخراج پروتئین کل از بافت گیراهی بره روش   

 – تخلریص پپتیررد کرایمری نوترکیرب لاکترروفرامپین    پرس از  .شرد 

دازول انجرام شرد.   یر لاکتوفریسین گاوی توسط ستون نیکرل و ایم 

الکتروفررورز  درصررد SDS-PAGE 12محصررولات، بررر روی ژل 

های تخلیص شده در محدوده شدند که نتایج نشان داد که پروتئین

ینرد  آ. در ادامره فر (A -5 قرار گرفتند )شرکل  کیلو دالتون 5وزنی 

 HRP-هیستیدینبادی ضد پلی آنتیاستفاده از آنتی باوسترن بلات 

نیز با موفقیت انجام شرد و نترایج نشران داد کره واکرنش فعرال و       

و تررگ  HRP-هیسررتیدینبررادی ضررد پلررین آنترریاختصاصرری برری

غلظت پروتئین نوترکیرب  . (B -5 ن رخ داده است )شکلیهیستید

با استفاده از روش براد فورد تخمین زده شد. این تخمین با توجره  

برا میرزان    BSAبه معادله رگرسیون بین غلظت پروتئین اسرتاندارد  

برارت  نانومتر به دست آمرد کره ع   595جذب نوری در طول موج 

(. از آنجرا کره میرزان جرذب     6 )شکل V=0.003x + 0.204بود از 

برود، غلظرت پرروتئین     97/0نوری مربوط به نمونه پروتئین برابرر  

برآورد شد که با توجره بره پرارامتر     mg/ml 52/1نوترکیب حدود 

 0.991=2R دقت این برآورد را بسیار بالا در نظر گرفت.   توانمی 

 
 کند.روتئین خالص شده را تایید میکیلو دالتونی، کیفیت مناسب پ 5که حضور فقط یک باند  SDS-PAGEپروتئین خالص شده روی ژل  الکتروفورز :A -5 شکل

               B: لاکتوفریسین–نتیجه وسترن بلات پروتیئن لاکتروفرامپین 
Fig5. A: Electrophoresis of purified protein on SDS-PAGE. The presence of only one band in the 5 kDa band indicates a good quality of     

              protein purification. B: Western blotting result of Lactoferrampin-Lactoferricin protein. 

 

 
 در آزمون بردفورد 595ج بر اساس جذب نوری در طول مو  BSAمنحنی استاندارد از چندین غلظت مختلف پروتئین  -6 شکل

Fig6. Standard curve of different concentration of BSA protein in 595 absorbance in Bradford assay 
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 و همکاران رحدیس  ....وفرامپینلاکت پپتید کایمری بیان و طراحی

 

 1399ستان بهار و تاب /1شماره  /منهدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی  49

 

 های شاخص غذایی پاتوژننتایج حداقل غلظت بازدارندگی 

آنها در  شده که لیست تهیهان خایر ژنتیکی و زیستی ایرمرکز ملی ذپاتوژنهای عامل فساد میکروبی مواد غذایی مورد ارزیابی در این مطالعه از 

 968رادفورد ه روش ببلازم به ذکر است غلظت برآورد شده برای استخراج این پپتید بعد از تخلیص با ستون نیکل  آورده شده است 1جدول 

 .باشدمیکروگرم بر میلی لیتر می

 های شاخص غذاییپاتوژننتایج حداقل غلظت کشندگی 

 (.2در مورد بقیه یک رقت بیشتر از حداقل غلظت بازدارندگی بود )جدول  Escherichia coliغلظت کشندگی که به جز حداقل 

 در مهار پاتوژن های شاخص غذایی لاکتوفرین پپتید نوترکیب( MICحداقل غلظت بازدارندگی ) -۱جدول 

Table1. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of chimeric bovine lactoferrin in Inhibition of major food-borne pathogenic 

microorganisms 

 شماره نام باکتری غذا زاد ATCC برحسب میکروگرم بر میلی لیتر

25/30 ATCC 2592 Escherichia coli 1 

125/15 ATCC 25923 Staphylococcus aureus 2 

562/7 ATCC 14028 Salmonella typhimurium 3 

125/15 ATCC 29212 Enterococcus faecalis 4 

562/7 ATCC 19111 Listeria monocytogenes 5 
 

 های شاخص غذاییدر مهار پاتوژنلاکتوفرین پپتید نوترکیب ( MBC) کشندگیحداقل غلظت  -۲جدول 

Table2. Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the chimeric bovine lactoferrin in inhibition of major food-borne pathogenic 

microorganisms 

 شماره نام باکتری غذا زاد ATCC برحسب میکروگرم بر میلی لیتر

25/30 ATCC 25922 Escherichia coli 1 

25/30 ATCC25923 Staphylococcus aureus 2 

125/15 ATCC 14028 Salmonella typhimurium 3 

25/30 ATCC 29212 Enterococcus faecalis 4 

125/15 ATCC 19111 Listeria monocytogenes 5 

  

های مختلرس  محصولات کشاورزی به طور مداوم در معرض تنش

زیسرتی قررار دارنرد کره بره طروری جردی رشرد و         زیستی و غیر

. (Rejeb et al. 2014)دهرد  برداری آنها را تحت تاثیر قرار میبهره

ا حفاظت محصولات کشاورزی در برابر عوامرل  امروزه در رابطه ب

ی، به کارگیری سموم شیمیایی به دسرت بسریار گسرترده    یبیماریزا

انردازد و تهدیردی برر    شده است سلامت انسان را به مخاطره مری 

سلامت و محیط زیست نیز محسوب شده و همچنین سبب ایجاد 

 ;Fairchild et al. 2013)شرود  مقاومت در برابرر پراتوژن هرا مری    

Popp et al. 2013)های مبتنی بر استفاده . به همین علت، استراتژی

ی از ترکیبات مؤثر جایگزین با سمیت پایین و بهبود مقاومت بیمار

هرای  های تراریخته گیاهی به عنوان استراتژیاز طریق توسعه گونه

 Agrios)شرود  های گیاهی معرفی میجدید برای مدیریت پاتوژن

. حفاظررت از گیاهرران، بررا اسررتفاده از ایررن پپتیرردهای ضررد  (2005

میکروبی به عنوان نوعی کنترل بیولروژیکی بره عنروان جرایگزینی     

برای مواد شیمیایی سمی در کشاورزی و همچنین توسعه گیاهران  

تراریخته، بیان انواع طبیعی یا نوترکیرب پپتیردهای ضرد میکروبری     

انررد برره عنرروان راهکارهررای امیرردوار کننررده برررای کرراهش  تومرری

هررا و توسررعه مقاومررت در برابررر  هررای ناشرری از بیمرراریآسرریب
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 و همکاران سرحدی  ....لاکتوفرامپین پپتید کایمری بیان و طراحی

 

 50 1399 بهار و تابستان /1شماره  /نهمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

های مختلس گیاهی به شمار روند. در پژوهش حاضرر هرر   بیماری

دو راهکار یعنی هم تولید و تخلیص شرکل نوترکیرب یرک پپتیرد     

بررای  ضدمیکروبی و هم تولید یک گیاه تراریخت مسیر روشنی را 

سراخته   استمرار پرژوهش و معرفری راهکراری جرایگزین فرراهم      

ای از ( طیررس گسررتردهAMPsاسررت. پپتیرردهای ضررد میکروبرری )

و عوامرل   (Bulet et al. 2004)هرا  ها و همچنرین ویرروس  باکتری

 & De Lucca)برنرد  قرارچی را مهرار و از برین مری     زاییبیمرار 

Walsh 1999) سمیت سلولی کمتری نسربت   نهاو علاوه بر این، آ

های پستاندار دارند و خطرر ابرتلا بره بیمراری پراتوژن را      به سلول

آورند، زیرا به نوع خاصی سیستم دفاعی میزبان را تقویت پایین می

تواننررد یررک بنررابراین، مرری ،(Da Costa et al. 2015)کننررد مرری

جایگزین مناسب برای سموم شیمیایی بررای حفاظرت از گیاهران    

 . (Montesinos & Bardaji 2008)تلقی شوند 

میکروبری شریر    در مطالعه حاضر به ظرفیت کم نظیر پروتئین ضد

ای شده است که از مهمترین عوامل داشرتن چنرین   گاو توجه ویژه

 یرک پرروتئین   ( است کهLFخاصیتی، حضور پروتئین لاکتوفرین )

های گسترده در برابرر هرر دو نروع    ضد میکروبی که دارای فعالیت

هرا بررای    AMPباکتری گرم منفی و گرم مثبت است و همرراه برا   

های باکتریایی مرورد توجره   ایجاد گیاهان تراریخته مقاوم به پاتوژن

لاکتوفریسرین   .(Mourgues et al. 1998)انرد  خراص قررار گرفتره   

(LFcin)  و لاکتوفرامپین (LFampin)  دو پپتید ضد میکروبی واقع

لاکتوفرین شریر گراو هسرتند کره در اثرر هضرم        N-terminus در 

های ضد براکتری، ضرد   آنزیمی لاکتوفرین حاصل شدند و فعالیت

 Gifford et)دهند قارچی، ضد ویروسی و ضد تومور را نشان می

al. 2005).  میکروبی هرر دو  د های ض، از بخشحاضردر پژوهش

تید برای داشتن سودمندی هر دو در کنار هرم بهرره بررده شرده     پپ

است. به منظور بهینه کردن بیان پروتئین مورد مطالعه و فولردینگ  

های ضروری به تروالی ژن هردف اضرافه    مناسب آن، برخی توالی

(، کره جایگراه اتصرال    GCCACCشدند. ازجملره تروالی کرزاک )   

شرود و سرطح بیران را ترا ده برابرر      یریبوزم به توالی محسوب مر 

. ایرن تروالی در مطالعرات تولیرد     (Kozak 1989)دهرد  افزایش می

واکسن نوترکیب نیز مورد استفاده قرار گرفتره اسرت و نشران داده    

شرود  شده است که سبب افرزایش قابرل تروجهی در بیران ژن مری     

(Habibi-Pirkoohi et al. 2014)   توالی افزوده شده دیگر بره ایرن .

باشد که ما را قادر بره ردیرابی   اسید آمینه هیستیدین می 6پروتئین، 

انرد  تحقیقات نشان داده کند.و خالص سازی پروتئین نوترکیب می

باشرند، در  دارای ترگ هیسرتیدین مری   که های کایمری که پروتئین

. اسرتفاده از  (Gifford et al. 2005)ها مروثرتر هسرتند   مهار پاتوژن

هرای افرزایش   توالی سریگنال پپتیردی یکری دیگرر از اسرتراتژیک     

هرای پروکراریوتی و   هرا در سیسرتم  مان بیران و فولردینگ ژن  راند

 & Nielsen et al. 1997; Jahandar)باشررد یوکرراریوتی مرری

Forouharmehr 2019; Nazifi et al. 2019)   برخری از سریگنال .

سمی پپتیدها، پروتئین تولید شده را از سیتوپلاسم به شبکه آندوپلا

هرای  ها و سایر آنزیمچپرونکنند. در شبکه آندوپلاسمی، منتقل می

 .Sehnke et al)موجود برای فولدینگ صحیح پروتئین وجود دارد 

. سیگنال پپتیردها معمرولا بره انتهرای کربوکسریل پرروتئین       (2000

و یشوند و با هدایت پروتئین به فضای اکسریدات نوترکیب متصل می

و ایجاد شرایط مطلوب برای تشکیل باندهای دی سولفیدی سربب  

اشدگی صحیح پرروتئین و در نتیجره عملکرردی شردن پرروتئین      ت

شرامل   SEKDEL. پپتیرد  (Forouharmehr et al. 2018)شرود  می

-اسرت کره سرال    (Ser-Glu-Lys-Asp-Glu-Leu)شش اسید آمینه 

هاست به عنوان عامل مهمی در انتقال پرروتئین از سیتوپلاسرم بره    

. در (He et al. 2012)شربکه آندوپلاسرمی شرناخته شرده اسرت      

 –لاکتوفرامپین  بستری را برای تولید پپتید نوترکیب مطالعه حاضر،

لاکتوفریسررین در گیرراه توتررون، بررا هرردف بررسرری پتانسرریل ضررد 

. با توجره بره   گردیدهای آینده ایجاد میکروبی این پپتید در ارزیابی

این استراتژی ایجاد گیاهان مقاوم در برابر بیمراری در بسریاری از   

با موفقیت در محصولات  AMPsمطالعات دیگر نظیر بیان مطلوب 

، گوجره  (Portieles et al. 2010)مختلرس مهرم از قبیرل توترون     

 Zakharchenko et)، سیب زمینی (Jha & Chattoo 2010)فرنگی 

al. 2007) برنج ،(Jha & Chattoo 2010) پنبه ،(Rajasekaran et 

al. 2005)  و جررو(Rahnamaeian et al. 2009)  گررزارش شررده

هرا  در گیاه علاوه بر اینکه آنها را در برابر پاتوژن AMPاست. بیان 

به سایر عوامل استرسی، نها تواند سبب مقاومت آکند، میمقاوم می

و حتری برخری از    (Choi et al. 2009)ژن های حشرات مانند پاتو

هرای اکسریداتیو شرود    های غیر عادی مانند استرس نمرک استرس

(Rukavtsova et al. 2013) . 
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     های تجاری روی پنج باکتری بیوتیکسه با آنتیدر مقایین لاکتوفرنوترکیب پپتید  (MBC) ( و حداقل غلظت کشندگی(MIC میانگین حداقل غلظت بازدارندگی -۳ جدول

 .(CLSI)ریزا بیما

Table3. The average values of MIC and MBC for chimeric bovine lactoferrin in comparison with commercial antibiotics against five 

pathogenic bacteria (CLSI). 

 

 

 

نتایج حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت کشندگی شکل 

 یب درپنج باکتری پاتوژن به ترتنوترکیب پپتید کایمری شیر روی 

اثر  آورده شده است .ضمن اینکه این نتایج و 2و  1جدول شماره 

های پاتوژن در جدول بیوتیک استاندارد روی این باکتریپنج آنتی

داده شده. اثر مهارکنندگی ترکیب کایمری روی  3شماره 

 هایبیوتیککنندگی آنتیمشابه اثر مهار اورئوس استافیلوکوکوس

جنتامایسین، سیپروفلاکساسین و ونکومایسین بود و از اثر 

 سیلین کمتر شد. در یک تحقیق دیگر که در سالمهارکنندگی آمپی

مورد آزمایش انجام شد از  استافیلوکوکروی سویه  2013

بیوتیک و زردچوبه استفاده های مختلس و مخلوط آنتیبیوتیکآنتی

ب کایمری از مخلوط شد که در نتیجه اثر بازدارندگی ترکی

های نورفلاکساسین و سیپروفلاکساسین بیوتیکزردچوبه و آنتی

ک بیوتیبیشتر شد و اثر بازدارندگی معادل مخلوط زردچوبه و آنتی

سیلین بود و از اثر بازدارندگی مخلوط زردچوبه و آمپی

ب بیوتیک اکساسیلین کمتر شد. همچنین اثر مهارکنندگی ترکیآنتی

ز اثر امراتب ه ب موریومتیفی سالمونلااکتری کایمری روی ب

 سیلین، جنتامایسین، کافتازیدیم و بخصوص های آمپیبیوتیکآنتی

 

های داده شده بیوتیکپیپراسیلین بهتر بود. اثر مهارکنندگی آنتی

از ترکیب کایمری موثرتر بود. در  فکالیس انتوکوکوسروی 

نیز اثر مهارکنندگی  لیستریا مونوسیتوژنزخصوص میکروارگانیزم 

( به μg/ml 562/7برابر با ) MICترکیب کایمری تولید شده با 

های استاندارد بهتر بود بیوتیکمراتب از اثر مهارکنندگی سایر آنتی

 سیلین ، و آمپیμg/ml16 ، جنتامایسین μg/ml 128 )پیپراسیلین

μg/ml32 از  اشریشیاکلی(. اثر مهارکنندگی ترکیب کایمری روی

ها اثر بیوتیکبیوتیک پیپراسیلین بهتر بود و نسبت به سایر آنتییآنت

   .(Mun et al. 2013) تری داشتمهارکنندگی ضعیس

توتون به دلیل ارزانی و کاربر پسند  گیاه متعاقبا و اگروباکتریوم

 کاربر پسندی و اقتصادی نظر از مناسبی بیانی هایمیزبان بودن،

 لاکتوفریسین –لاکتوفرامپینکیب، نظیر های نوترپروتئین بیان برای

باشند زیرا علاوه بر اینکه ایمن هستند و مخاطرات زیست می

 تولید را خالصی و مناسب پروتئینی محیطی ندارند، محصول

 ضد تعیین مطالعات برای تواندبنابراین پپتید نوترکیب می کنند.می

توجه به در گرفته و با  قرار استفاده مورد آینده نیز در میکروبی

 دسترس بودن میزبان بیانی آن، در سطح کلان نیز تولید شود.
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Abstract 

Lactoferrin, which consists of lactoferampin and lactoferricin peptides, is one of the milk 

glycoproteins with anti-microbial properties. Lactoferrin is known as a component of 

intrinsic immunity which points to first barrier against microbes. The aim of this study was 

the chimeric synthesis of this two peptides and also producing transgenic product. One of 

the desired methods to produce recombinant peptides is by transferring their genes to plant 

cells and producing hairy roots. In this study, the sequence of chimeric Lfampin-Lfcin was 

codon optimized based on Tobacco expression system. The target sequence was artificially 

synthesized in pGH vector and then sub-cloned into the pBI121 expression vector. The 

expression vector was transferred to Agrobacterium rhizogenes through freez- defreezing 

process. Then it was transferred to Tobacco plant using leaf disc method. Extraction of 

recombinant protein was done using Tris-HCl method and purification process was 

accomplished by chromatography Ni-agarose columns. Finally, the results showed that the 

amount of recombinant protein was 1.52 mg/ml and its quality was also desirable. The 

results also showed that chimeric composition has a good inhibitory effect on pathogenic 

microorganisms. 

Key words: Lactoferrampine - Lactoferricin, Recombinant protein, Tobacco, Agrobacterium rhizogenes 
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