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 Appleيب )س يککلروت يبرگلکه یروسوکننده درختان ميوه، های مهم آلودهیکي از ویروس

chlorotic leaf spot virus, ACLSV راحي کيت الایزا و بيوسنسورها و ط بادینتيآتهيه . است

 های با تعداد زیاد است.زا در نمونهیکي از راهبردهای مفيد در تشخيص زود هنگام عوامل بيماری

ای نوترکيب و طراحي کيت چندهمسانه دیباآنتي در همين راستا، تحقيق حاضر با هدف توليد

تفاده از بيان در سيستم جهت ردیابي سریع ویروس لکه برگي کلروتيک سيب با اسالایزا 

 سویه  Escherichia coliباکتری به pTG19-ACLSV-CP. ابتدا، سازه پروکاریوتي انجام شد

DH5α  منتقل و پس از تکثير و استخراج پلاسميد نوترکيب، ژن پروتئين پوششي با استفاده از

زه بيان سا .سازی گردیدهمسانه pET28(a) های برشي خارج و درون پلاسميد بيانآنزیم

pET28-ACLSV-CP منظور بيان پروتئين، به باکتریساخته شده به E. coli  سویه 

BL21(DE3) .نوار پروتئيني با بيان و استخراج پروتئين پوششي، سازی، پس از بهينه منتقل شد

. سپس، پروتئين بيان شده به مشاهده شد کيلودالتون چهار ساعت بعد از القاء 27اندازه تقریبي 

عنوان سازی شد. پروتئين خالص شده، بهخالص، Ni-NTA Agaroseبا ستون طبيعي روش 

ها با استفاده طي چهار مرحله تزریق شد. ایمنوگلوبولين خرگوش ماده نژاد نيوزیلندیژن به آنتي

های ایمن شده از سرم خون به دست آمده از خرگوش Aمبتني بر پروتئين  IgGاز کيت تخليص 

 1:1000غلظت نشان داد که کاربرد خالص شده،  هایایي ایمنوگلوبولينکارتخليص شدند. 

 هستند. نتایجمناسب  وردنظرهای مژنردیابي آنتي تهيه شده و نشاندار برای بادی نوترکيبآنتي

بادی توليد شده جهت ردیابي ویروس لکه برگي کلروتيک نشان داد، آنتيهای مختلف آزمون

توان برای شناسایي این ها ميبادییي مناسب است،  و از این آنتيسيب دارای اختصاصيت و کارا

 های مشکوک استفاده کرد.ویروس به منظور غربال درختان و یا نمونه

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) is one of the most important viruses infecting fruit trees. Preparation 

antibodies, ELISA kit and, biosensors are one of the applicable strategies to rapid and efficient screen a number of 

viral samples. To aim, the recent study was conducted to raise recombinant polyclonal antibodies to rapid detection 

of Apple chlorotic leaf spot virus by expressing coat protein gene in the prokaryotic system. First, the pTG19-

ACLSV-CP was transformed to E. coli DH5α, the replicated plasmids were extracted and double digested was 

optimized by restriction enzymes, then the released fragment (Coat protein gene) was cloned into pET28 as an 

expression vector. Next, the expression construct (pET28a-ACLSV-CP) was transformed into E. coli strain BL21 

(DE3) to express the coat protein gene. After optimization of expression the transformed cells, a protein band an 

approximate size of 27 kDa (22 kDa for coat protein and about 5 kDa for histidine tags) was observed at four hours 

after induction. The recombinant protein was purified by native methods using Ni-NTA Agarose column, then 

purified proteins were injected into New Zealand female rabbits in four steps as antigen. IgGs were purified from 

serums raised from immunized rabbits using an IgG purification kit. The efficiency of purified IgGs was approved 

that a 1: 1000 concentration of recombinant anti-ACLSV-CP antibodies are efficient to detect the desired antigens. 

The results showed the raised antibodies have enough specificity to detect Apple chlorotic leaf spot virus in gardens 

and seedlings.  

Keywords: ACLSV, Plasmid, Protein Expression, Coat Protein Gene, Purification 

 

 

  مقدمه

بیمارگرهای گیاهی در سراسر جهان اثرات مخربی برکیفیت و 

کمیت محصولات کشاورزی دارند. به همین دلیل، توسعه و 

های سریع و موثر برای تشخیص زود هنگام و کنترل کاربرد روش

 ,Naidu and Hughesزا یک نیاز اساسی است )عوامل بیماری

در سیستم مدیریت  ترین شروطترین و اساسیاز مهم(. 2003

های ویروسی، تشخیص زای گیاهی، به ویژه بیماریعوامل بیماری

درختان میوه  (.Martelli et al., 1994)سریع و دقیق بیمارگر است 

قرار  یروسی مختلفیوبیمارگرهای  یرتحت تاثدار دار و هستهدانه

 Apple chlorotic) سیب برگی کلروتیک ویروس لکهگیرند که یم

leaf spot virus, ACLSV) ها در ترین این ویروسیکی از مهم

و از کشورهای  داردویروس گسترش جهانی این  جهان است.

آلمان، ایتالیا، فرانسه، هلند، ترکیه،  مریکا،آچین، ایالات متحده 

یونان گزارش شده  و ژاپن، هندوستان، لهستان، کره جنوبی، ایران

 شامل درختانای این ویروس همیزبان (.Li et al., 2000) ) است

سیب، گلابی، زالزالک، به، زردآلو، بادام، گیلاس، آلو، هلو و 

 ,.Li et alاست ) سرخیانگلهای زینتی خانواده گونه بسیاری از

، زیر خانواده Trichovirus در جنساین ویروس  (.2000

Trivirinae خانواده ،Betaflexiviridae  و راستهTymovirales 

ای انژنوم ویروس به صورت آر (.Adam et al., 2016) دقرار دار

 1ORFکه  است،سه چارچوب ژنی ای مثبت و دارای تک رشته

پروتئین  2ORF با تکثیر ویروس، مرتبطکیلودالتونی  216پروتئین 

 22 حدود پروتئین پوششی 3ORFکیلودالتونی و  50حرکتی 

 . (Adam et al., 2016) کندمی را رمزکیلودالتونی 

به استرین ویروس و نوع  ACLSV علایم ایجاد شده توسط

های تجاری این ویروس در پایه ، بطوریکهمیزبان بستگی دارد

شامل کم رشدی و  علایم ایجاد شدهم بوده و یسیب بدون علا

و بعد از چند سال ممکن است باعث  استضعف عمومی 

 هایرقم در(. Park et al., 2006) خشکیدگی درخت شود

های کلروتیک، م این ویروس به صورت لکهیاس سیب، علاحس

ها، کم رشدی و خزان ها و میوهبدشکلی برگ نقش حلقوی،

در  های نکروتیکشود. در فصل بهار لکهزودرس مشاهده می

( و Rana et al., 2008) شودهای آلوده مشاهده میحاشیه شکوفه

(. Salem et al., 2005)است م یبدون علا روی گلابی و به کاملاً

م ناشی از ویروس ممکن است به واسطه آلودگی مخلوط با یعلا

دار تشدید دار یا هستهکننده درختان دانههای آلودهسایر ویروس

 .شودم بصورت نکروز مشاهده مییدر این صورت علاکه  شود

م یعلابا  Pseudo plum pox  بیماری این ویروس روی گیاه آلو
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کلروتیک روی برگ و میوه  هایلکهشکاف روی پوست درخت، 

همچنین این ویروس  (.Polark et al., 2008) کندایجاد میرا 

های جوش مانند روی برگ و میوه زردآلو و باعث ایجاد لکه

داران شود. در سایر هستهمیدر هلو ناسازگاری بین پایه و پیوندك 

 spotدارها می شبیه ویروس لکه حلقوی بافت مرده هستهیعلا

virus (PNRSV) Prunus necrotic ring کندایجاد می (Rana et 

al., 2008 از این رو تشخیص این ویروس به واسطه علایم و .)

بسیار دشوار و گمراه کننده است. برای  ،های دقیقبدون بررسی

این ویروس ناقل زیستی شناخته نشده است و به روش مکانیکی 

، استفاده از مواد تکثیری سالم برای یابد. بنابراینبا پیوند انتقال می

 ) جلوگیری از شیوع و گسترش این بیماری بسیار مهم است

(Park et al., 2006. 

 سرولوژیکی روش چندین گسترده طور به گذشته هایدر دهه

 گیاهی و هایویروس مولکولی برای شناسایی هایبا روش همراه

ه این است. از جملشده  ها در حجم زیاد انجامغربال اولیه نمونه

اساس (. Koolivand et al., 2016)ها، آزمون الایزا است آزمون

های سرولوژیکی متکی بر خصوصیات پوشش همه روش

دلیل داشتن شکل سه بعدی و پروتئینی است. ذرات ویروس به

 دهند که تزریقژن مناسبی را تشکیل میی خاص خود، آنتیاندازه

ر خونگرم، تولید پادتن را جانو ها به سیستم گردش خون یکآن

ی هاکند. از اختصاصی بودن واکنشدر خون آن جانور تحریک می

ان ها به منظور نشویروس گیاهی و پادتن در بسیاری از آزمون

توان ها میدادن وجود ویروس گیاهی و تعیین مشخصات آن

 یانب ویروسی نوترکیب هایپروتئین(. Hull, 2001استفاده کرد )

 د که بههستن بالایی پتانسیل دارای باکتریایی هایسلول رد شده

اختصاصی مورد  هایبادیآنتی تولید برای ژنآنتی منبع عنوان

 (. Koolivand et al., 2016استفاده قرار گیرند )

بادی اختصاصی نوترکیب تولید ها، آنتیبرای بسیاری از ویروس

بادی ها آنتیرای آنهایی که اخیراً بشده است که از جمله ویروس

ویروس چروکیدگی سیب زمینی توان به تولید شده است می

ویروس کوتوله  (،Thangaraj and Jayakrishnan, 2021شیرین )

سیب  ساقه شیاری ویروس(، Kumar et al., 2021) زرد پیاز

(Bhardwaj et al., 2020و ) مرکبات تریستزا ویروس (Kokane 

et al ., 2020از جمله مطالعات صورت گرفته شاره کرد. ( در دنیا ا

 .Potato virus S بادی برای ویروستولید آنتی توان بهمیدر ایران 

(Masoudi et al., 2019). ویروس Chickpea chlorotic dwarf 

virus (CpCDV) (Safarnejad et al., 2019ویروس ،) 

Grapevine fanleaf virus (GFLV)  (Shibaei et al., 2018 )

( و ویروس Koolivand et al., 2017) خیار ویروس موزاییک

 Sokhandan-Bashir et al., 2015; Koolivandبرگ بادبزنی مو )

et al., 2016) .اشاره نمود  

 با توجه به اهمیت درختان سیب در ایران و غربال درختان و

ها و نشاهای آلوده تشخیص دقیق، سریع و در حجم زیاد و پایه

ر ت. دنجام توسط کاربران از اهمیت بسزایی برخوردار اسقابلیت ا

بادی اختصاصی همین راستا، هدف از این پژوهش تهیه آنتی

ای برای ویروس لکه برگی کلروتیک سیب با استفاده چندهمسانه

از بیان ژن پروتئین پوششی در یک سیستم حد واسط و طراحی 

تولید  بادیتیکیت اختصاصی الایزا و تائید عملکرد اختصاصی آن

 است. شده

 

  هاروش و مواد

 

 منبع ویروس

  pTG19-ACLSV-CPی به منظور تکثیر پلاسمید، سازه

(Mirzaei et al., 2019 حاوی ژن کامل پروتئین پوششی ،)

ACLSV ، در میزبان باکتریایی E. coliسویهDH5α   با روش

، شاز دو رو به منظور استخراج پلاسمید د.شمنتقل  شوك حرارتی

استخراج به روش لیز قلیایی و کیت استخراج پلاسمید 

(GeneAll®, South Korea)   مطابق دستورالعمل شرکت سازنده

ج استفاده شد. برای تعیین کمیت و کیفیت پلاسمیدهای استخرا

 جهت اطمینان .الکتروفورز شدند %1 در ژل آگارز هاشده، نمونه

ای ستفاده از آغازگرهبا ا PCR از وجود قطعه درون پلاسمید از

( منطبق بر ژن کامل پروتئین 1اختصاصی ویروس )جدول 

 پوششی انجام شد.

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

14
02

.1
2.

1.
9.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-0

4-
29

 ]
 

                             3 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1402.12.1.9.3
https://gebsj.ir/article-1-454-en.html


 و همکاران افراشته  ....برگیلکهنوترکیب علیه ویروس  ایبادی چند همسانهتهیه آنتی

 

 71 1402 بهار و تابستان /1شماره  /دوازدهمدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

 ACLSVمشخصات آغازگرهای استفاده شده در این تحقیق منطبق بر ژن پروتئین پوششی کامل ویروس  -1جدول 
Table 1. the primer properties that used in this research corresponded to the complete coat protein gene of ACLSV 

Reference Sequences Primers name 
Mirzaei et al., 2019 5'-AGGATCCATGGCGGCAGTTCT-3' ACLSV-MF 

 5'-ACTCGAGGTAAATGCAAAGATCAGTT-3' ACLSV-MR 

 

 پوششی پروتئین ژن بیان برای سازه یتهیه

 هایثر آنزیما محل به دلیل وجود استخراج پلاسمید پس از 

BamHl و XhoI معکوس، و مستقیم آغازگرهای در ترتیب به 

های با آنزیم(+)pET28a پلاسمید  و pTG19-ACLSV-CPسازه 

ویروس  پروتئین پوششی کامل مذکور برش داده شدند. سپس، ژن

ACLSV پلاسمید  در pET28a(+)چارچوب  در برش خورده و

سازی ژن پروتئین نهقرار داده شد. به منظور همسا ژنی صحیح

 قطعه ژن و بیان حامل پوششی در حامل بیان، مخلوطی از واکنش

 بافر و DNA Ligase 4T آنزیم حضور در پوششی پروتئین ژن

به شد. واکنش اتصال  تهیه میکرولیتر 10 نهایی در حجم اتصال

درجه سلسیوس در ترموسایکلر  22یک ساعت در دمای  مدت

دمای چهار درجه سلسیوس یخچال انجام و به مدت یک شب در 

های دست آمده جهت انتقال به سلولقرار داده شد و محصول به

 مورد استفاده قرار گرفت. BL21(DE3) سویه  E. coliباکتریایی 

 در سیستم پروکاریوتی  ACLSVبیان ژن پروتئین پوششی

پلاسمید نوترکیب ، ACLSVبرای بیان ژن پروتئین پوششی

pET28-ACLSV-CP میزبان باکتریایی  درE.coli   سویه 

BL21(DE3) بیوتیک با روش شوك حرارتی در حضور آنتی

استخراج پلاسمید نوترکیب  د.شمنتقل  (g/L 1/0) کانامایسین

pET28-ACLSV-CP  به روش لیز قلیایی صورت گرفت و برای

با استفاده از آغازگرهای  PCRتایید سازه صحیح آزمون 

روتئین پوششی ویروس انجام شد. به اختصاصی منطبق بر ژن پ

منظور اطلاع از صحت درج قطعه و حفظ قاب خواندنی تعیین 

 انجام شد. T7 Terminatorو  T7 Promoterتوالی توسط 

، حاوی پلاسمید BL21(DE3)پرگنه باکتریایی مربوط به سویه 

لیتر محیط کشت در پنج میلی pET28-ACLSV-CP نوترکیب 

به  µg/ml 100 یوتیک کانامایسین با غلظتبحاوی آنتی LBمایع 

درجه سلسیوس با دور  37مدت یک شب در شیکر انکوباتور 

 1:10( کشت داده شد. سپس به نسبت rpmدور در دقیقه ) 200

مایع رقیق شده و به منظور رسیدن به غلظت  LBدر محیط کشت 

 5/1 روی شیکر انکوباتور قرار داده شد. )nm600OD 0.5(مناسب 

ی زمان صفر لیتر از سوسپانسیون باکتریایی به عنوان نمونهمیلی

 100با افزودن  القاء( برداشته شد، سپس IPTG ءاز القا )قبل

مولار( به ارلن حاوی نهایی یک میلی )غلظت IPTGمیکرولیتر 

محیط باکتریایی انجام شد و جهت بیان پروتئین نوترکیب روی 

سیوس قرار داده شد. پس از درجه سل 37انکوباتور لرزان و دمای 

 -20چهار ساعت، باکتری با سانتریفوژ استحصال شده و در دمای 

 نگهداری شد.  درجه سلسیوس

  استخراج پروتئین از باکتری

میکرولیتر از بافر استخراج پروتئین  100رسوب باکتریایی در 

(mM, 20Hcl -mM, Tris300mM, NaCl 50 4PO2NaH

Imidazole 10mM سوسپانسیون درآورده شد و بر ( به حالت

استخراج پروتئین  Green and Sambrook (2012)اساس روش 

ها به مدت پنج دقیقه در آب انجام شد. این نمونه Nativeبصورت 

 20-40قرار داده شدند. سپس  -70دقیقه در فریزر  15جوش و 

بررسی شد. برای بررسی وزن   PAGE-SDSمیکرولیتر از آن در 

های استخراجی به روش تئین نوترکیب، پروتئینمولکولی پرو

 Greenالکتروفورز شدند ) (SDS-PAGE)الکتروفورز عمودی 

and Sambrook, 2012 درصد برای ژل تحتانی به  12(. غلظت

عنوان ژل جدا کننده و غلظت پنج درصد برای ژل فوقانی به 

 آمیزی ژل ازعنوان ژل متراکم کننده استفاده شد. به منظور رنگ

کوماسی بلو استفاده شد. وزن مولکولی پروتئین بیان شده با 

 تعیین شد. Unstained protein markerفرمانتاس نشانگر 
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 سازی پروتئین بیان شدهخالص

-Niنیکل ) -رزین حاوی هایستون از سازی پروتئینبرای خالص

NTAکی ی مورد نظراز همسانهبدین صورت که  .شد ( استفاده 

-pET28 بینوترک یدهایپلاسم یحاو E. coli یپرگنه باکتر

ACLSV-CP کشت طیمح تریلیلیم پنج در LB یحاو 

کشت  یسازقیرق سپس، .کشت داده شدکانامایسین  کیوتیبیآنت

چهار ساعت پس  .انجام شد عیما LB طیمح تریلیلیم100شبانه در 

  در فوژیپس از سانتر ییای، رسوب باکتر IPTGتوسط حیاز تلق

g6000  شد. سپس مطابق  یجمع آور قهیدق 15به مدت

 50رسوب حاصل از هر  یبه ازا تیدستورالعمل شرکت سازنده ک

بافر اتصال به رسوب  تریلیلیدو م ییایباکتر ونیسوسپانس تریلیلیم

با  میزوزیشد. سپس ل تهیه ونیسپانساضافه شد و سو نینشته

حاصل  ونیبه سوسپانس تریلیلیگرم در مکرویم کی ییغلظت نها

درجه سلسیوس قرار  30 یدر دما قهیدق 15اضافه شد و به مدت 

 هیته ونیشدن مدت زمان مذکور سوسپانس یداده شد. پس از سپر

دور  14000شده و در  ختهیر یتریلیلیدو م هایشده درون لوله

 یبرا ییشدند و فاز رو فوژیسانتر قهیدق 20به مدت  قهیدر دق

 در مرحله آخر بافره کار برده شدند. ب Ni-NTA استفاده در ستون

شد و فاز محلول  ختهیمرحله درون ستون ر چهار یط یرهاساز

 یتریکرولیم 500 هایحجمدر  ستون ینییخارج شده از قسمت پا

 های تخلیص شدهپروتئینغلظت  نییاز تع پس .شدند آوریجمع

شده به عنوان  صیتخل نیغلظت مناسب از پروتئ ،در مراحل قبل

 استفاده شدند.  ییزایمنیا یبرا ژنیآنت

   زایی خرگوش با استفاده از پروتئین خالص شدهایمنی

خرگوش ماده نیوزیلندی با وزن دو عدد از  جهت انجام تزریق

تهیه شده  تهران -انستیتو پاستور ایرانکیلوگرم که از دو تقریبی 

ن از پروتئی میکروگرم 400 برای تزریق، غلظت .استفاده شد بود،

خالص شده  از پروتئین مورد استفاده قرار گرفت و تخلیص شده

های دوم، سوم و در تزریق اول به صورت زیرجلدی و تزریق

 قیر تزرچهارم به صورت عضلانی با فواصل ده روزه انجام شد. د

شده  صیتخل بینوترک نیاز پروتئ تریلیلیگرم در مکرویم 100اول 

( برابر حجم Sigma-Aldrich, USAهمراه با ادجوانت کامل )

 یبعد هایقیشده استفاده شد و در تزر صیتخل بینوترک نیپروتئ

همراه با هم  بینوترک نیپروتئ تریلیلیدر م کروگرمیم 100از 

 نیحجم آن ادجوانت ناقص استفاده شد. دو هفته پس از آخر

از گوش خرگوش انجام گرفت و  یریخونگ یمقدار کم قیتزر

کامل از قلب  یریخونگ وان،یشدن ح منیاز ا نانیپس از اطم

 منیسرم، خون خرگوش ا یجدا ساز یخرگوش انجام شد. برا

ساعت قرار داده  5/1درجه سلسیوس به مدت  37 یدما درشده 

 یقرار داده شد. پس از سپر خچالیشب در  کیشد و پس از آن 

به مدت دور در دقیقه  3500در  فوژیشدن زمان مورد نظر سانتر

از  ییزایمنیا یبررس یانجام و سرم خون جدا شد و برا قهیدق 20

 (PBS) نیسال سفاتمختلف در بافر ف هایشده رقت هیسرم ته

با  PTA-ELISA( آماده شد و آزمون 1:65536تا  1:512)

های حاصل از پس از بررسی سرم .مختلف انجام گرفت هایرقت

استفاده با  Gسازی ایمنوگلوبولین های ایمن شده، خالصخرگوش

دستورالعمل مطابق  Protein A IgG Purification Kit از کیت

شد. برای انجام  (Thermo scientific, USA) شرکت سازنده کیت

 آکریل پلی ژل در از الکتروفورز شده تخلیص هایIgG بررسی

های تخلیص شده با IgGکردن دار نشان آمید استفاده شد. جهت

 EasyLink Alkaline) تازاستفاده از آنزیم آلکالین فسفا

phosphatase Conjugation Kit ) مطابق دستورالعمل شرکت

ابتدا در همین راستا،  .عمل شد (Abcam, USA)  سازنده کیت

بادی میکرولیتر آنتی 100به  EL-Modifierمیکرولیتر محلول پنج 

شده اضافه شد و سپس محلول تهیه شده درون خالص 

ریخته شد و ( EL-AP) لین فسفاتازآلکا حاوی آنزیم میکروتیوپ

از آن،  پستهیه شد.  سوسپانسیونمخلوط و  خوبیه ب

 20سوسپانسیون تهیه شده به مدت یک شب در دمای اتاق )دمای 

 10، به ازای هر سپس ( قرارداده شد.سلسیوسدرجه  25 تا

-EL میکرولیتر از  میکرولیتر از محلول سوسپانسیون شده یک

quencherبادی نشاندار مرحله، آنتیاین س از انجام اضافه شد. پ

 در نهایت .استقابل استفاده نیم ساعت پس از  شده تهیه شده

درجه  دار شده در یخچال در دمای چهارهای نشانبادیآنتی

اختصاصی  بادیتهیه آنتیز ا پس .شدند نگهداریگراد سانتی

از  شدههای تهیه بررسی کارایی کانجوگیتبه منظور شده، دارنشان

  .غیر مستقیم استفاده شدمستقیم و سنجش الایزای 
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 هاآنتی بادی ییکارا یبررس

 میمستق ریغ یزایالا

 یزایشده الا صیتخل هاینیمنوگلوبولیا ییکارا یمنظور بررس به

از  رتیکرولیم 100انجام شد: ابتدا   ریمطابق روش ز میمستق ریغ

 ختهیان سه تکرار رمناسب هر آزمون در سه چاهک به عنو ژنیآنت

(، ACLSVاز شاهد مثبت )نمونه آلوده به زیآزمون ن نیشدند. در ا

ه سو  ی، پروتئین بیان شده در باکترسالم( اهیبرگ گ نمونه) یمنف

سوبسترا استفاده شد. تشتک  تیفیک یبررس یبرا یچاهک خال

رون شب د کیبه مدت  لم،یشدن با پاراف دهیالایزا بعد از پوشان

شد. روز بعد،  ینگهدار دمای چهار درجه سلسیوس با  خچالی

 دتم به بار هر و بار سه هاشدند و چاهک ختهیدور ر هاژنیآنت

 ره سپس. شدندشستشو داده  PBST با استفاده از بافر قهدقی پنج

 واکنش با استفاده از بافر مسدود کننده پر هایاز چاهک کی

اعت س 24و به مدت پوشانیده شده  لمی. سطح تشتک با پارافشدند

( قرار داده شد. خچالی)درون چهار درجه سلسیوس  یدر دما

 شستشو قبل مثل هاشده و چاهک ختهیسپس مسدود کننده دور ر

 1:1000شده به نسبت  صیتخل یبادیاز آنت µl 100. شدند داده

شد و تشتک  ختهیشده و در هر چاهک ر قیرق یدر بافر پوشش

ر داعت به مدت چهار س لم،ین با پارافالایزا بعد از پوشانیده شد

 قیقر نیمنوگلوبولیقرار داده شد. بدنبال آن، محلول ا C 37°یدما

 شستشو مورد قبل مثل هاچاهک و دیگرد یآورشده جمع

( AP-conjugated) عمومی تیکانجوگ µl 100سپس . قرارگرفتند

با  به هر چاهک افزوده شد و تشتک الایزا پس از پوشانیده شدن

پس  به مدت چهار ساعت نگهداری شد. C 37°یدر دما لمیرافپا

 ، شستشو دادهشستشوبا بافر  هاچاهک کانجوگیت آوریاز جمع

رفت گفسفات مورد استفاده قرار  لیتروفنین-p یسوبسترا وشدند 

سه  (NaOH) اضافه کردن محلول توقف ایو پس از توقف واکنش 

 .ش قرار گرفتمورد سنج هاهکرنگ چا رییتغ زانیم مولار

 میمستق یزایالا

 یزایشده الا صیتخل هاینیمنوگلوبولیا ییکارا یمنظور بررس به

از  تریکرولیم 200انجام شد: ابتدا   ریمطابق روش ز میمستق

 1:1000بادی رقیق شده تهیه شده در بافر پوششی به نسبت آنتی

تشتک الایزا بعد از  سپس، ها در سه تکرار ریخته شد.در چاهک

 C 37°یدمادو ساعت در به مدت  لم،یشدن با پاراف دهیوشانپ

 و بار سه هاچاهک ها،بادیآوری آنتیپس از جمعشد.  ینگهدار

شستشو داده  PBST با استفاده از بافر قهدقی پنج مدت به بار هر

ژن مورد نظر به میزان ها آنتیسپس درون هر یک از چاهک. شدند

ک به مدت یک شب در دمای میکرولیتر ریخته شد و تشت 100

پس از شستشو مانند مرحله  چهار درجه سلسیوس قرار داده شد.

-Sigma) (AP-conjugated) عمومی تیکانجوگ µl 100قبل، 

Aldrich, USA)  به هر چاهک افزوده شد و  1:1000به نسبت

به   C 37°یدر دما لمیتشتک الایزا پس از پوشانیده شدن با پاراف

 کانجوگیت آوریهداری شد. پس از جمعمدت چهار ساعت نگ

-p یسوبسترا و، شستشو داده شدند شستشوبا بافر  هاچاهک

فسفات مورد استفاده قرار گرفت و پس از توقف  لیتروفنین

 زانیم سه مولار (NaOH) اضافه کردن محلول توقف باواکنش 

نانومتر(  405)جذب نوری در طول موج ها هکرنگ چا رییتغ

غشاء  قهیدق 15از حداکثر  بعد. ر گرفتمورد سنجش قرا

توقف واکنش  یبرا .شستشو داده شد لیبا آب استر یتروسلولزین

استفاده شد و غشاء  NaOHمولار  5/0کاغذ از محلول  یو نگهدار

 با استفاده از آب مقطر شسته شد تا واکنش متوقف شود.

 

  و بحث نتایج

 

در باکتری  pTG19-ACLSV-CPترانسفورماسیون همسانه نتایج 

E.coli سویه DH5α محیط روی سفید هایحاکی از رشد پرگنه 

در آزمون . بود ینبیوتیک کانامایسآنتی حاوی جامد LB کشت

PCR  با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ویروس لکه برگی

کلروتیک سیب، منطبق بر ژن پروتئین پوششی، و پلاسمید 

عه ر مرحله قبل، یک قطهای رشد کرده داستخراج شده از پرگنه

DNA  جفت باز تکثیر شد. که این اندازه  582به طول حدود

مطابق با طول ژن کامل پروتئین پوششی ویروس لکه برگی 

 کلروتیک سیب است. 
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آغازگرهای  با جفت  PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

ACLSV-MF  وACLSV-MR چاهک .M مارکر :Lambda 

DNAچاهک .NC محصول 3و  2، 1رل منفی. چاهک : کنت :PCR 

تکثیر یافته از پلاسمید استخراج شده با استفاده از آغازگرهای 

 .ACLSVاختصاصی ژن پروتئین پوششی

Fig  1.  Electrophoresis of PCR products with ACLSV-MF 

and ACLSV-MR primers. M: Lambda DNA marker. NC: 

Negative control. 1, 2 and 3: PCR products amplified from 

plasmid extracted using specific primers of ACLSV 

protein gene. 

-pTG19ی و سازه (+)pET32aبرش آنزیمی حامل بیانی 

ACLSV-CP  

جهت اتصال قطعه ژن پروتئین پوششی به حامل بیانی 

pET28a(+) نیاز به خطی شدن پلاسمید بیانی و جداسازی قطعه ،

بود. پس از برش آنزیمی  pTG19روتئین پوششی از پلاسمید ژن پ

 bp5370 ای به طول قطعه  XhoIو  BamHIهای توسط آنزیم

مربوط به حامل بیانی که حاکی از خطی شدن این پلاسمید بود در 

مشاهده شد. همچنین در برش  pET28a (+).نمونه پلاسمید

ای مذکور ه، پس از برش با آنزیمpTG19-ACLSV-CP ی سازه

و قطعه  pTG19 مربوطه به پلاسمید bp  2880ای به طولقطعه

که نشان دهنده  جداسازی ژن  bp 590دیگری به اندازه حدود 

پروتئین پوششی بود مشاهده شد. نتایج الکتروفورز پلاسمیدهای 

و رها  (+)pET28aبرش یافته حاکی از خطی شدن پلاسمید بیانی 

 .بود pTG19از حامل  ACLSV-CPسازی ژن پروتئین پوششی 

انی به حامل بی ACLSV-CPسازی ژن نوکلئوکپسید همسانه
pET28a(+)   

پس از استخراج قطعه مورد نظر و حامل بیانی از ژل آگارز، 

سازی قطعه مورد نظر طی واکنش اتصال به حامل بیانی همسانه

pET28a(+)  صورت گرفت. سپس محصول نوترکیب جهت

قطعه به حامل بیانی، به سلول مستعد  بررسی اتصال صحیح

E.coli  سویهDH5α انتقال یافت. با توجه به اینکه پلاسمید بیان 

pET28a (+)بیوتیک کانامایسین دارای نشانگر مقاومت به آنتی

های باکتریایی تراریزش شده با است، پس از کشت سلول

جامد حاوی کانامایسین،  LBپلاسمید بیانی نوترکیب روی محیط 

های سفید های پذیرنده پلاسمید نوترکیب به صورت پرگنهسلول

 روی این محیط کشت رشد یافتند.

 آرسیتایید همسانه سازی قطعه در حامل بیان  با آزمون پی

 کلونی

ر د ACLSV-CPئوکپسید سازی قطعه ژن نوکلصحت همسانه

های باکتری حاوی ، و تشخیص پرگنه(+)pET28aحامل بیانی 

ی جهت بررسی نتیجه تراریزش در آزمون  کلون ترکیبپلاسمید نو

ارز، آر تایید شد. الکتروفورز محصول نوترکیب روی ژل آگسیپی

ا در حامل بیانی ر ACLSV-CPسازی ژن پرگنه صحیح همسانه

pET28a(+) و تکثیر قطعه ژن پروتئین پوششی به اندازه حدودbp 

 را نشان داد.  590 

 انی از طریق برش آنزیمیتایید وجود ژن در حامل بی

در حامل بیانی  برای تایید بیشتر وجود ژن پروتئین پوششی

-مهای مثبت صورت گرفت و با آنزیاستخراج پلاسمید از پرگنه

برش داده شدند. پس از انجام الکتروفورز   XhoIو BamHIهای 

مربوط به ژن   bp 590 ای حدوددر ژل آگارز یک درصد، قطعه

رها گردید،   (+) pET28aاز حامل بیانی  پروتئین پوششی که

 (.1مشاهده شد )شکل

  بیانی ساخته شده تایید توالی سازه

 pET28aپس از اتصال قطعه ژن پروتئین پوششی به حامل بیان 

و تایید وجود ژن از طریق برش آنزیمی، برای بررسی صحت   (+)

 یابیقرار گرفتن ژن مورد نظر در قاب خوانش صحیح، از توالی

یابی نشان داد که که ژن موردنظر به استفاده شد. نتیجه توالی

 درستی در قاب خواندنی پلاسمید قرار گرفته و قابل بیان است. 

ای مورد نظر انتراریزش حامل بیانی اتصال یافته با قطعه دی

  BL21(DE3)سویه بیانی  E.coliدر باکتری 
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ای نشانگر انتخابی ، دار(+) pET28aبا توجه به اینکه حامل بیانی 

های باکتریایی مقاومت به کانامایسین است، پس از کشت سلول

BL21(DE3)  تراریزش شده با پلاسمید نوترکیبpET28-

ACLSV-CP  روی محیط کشت جامدLBبیوتیک ، آنتی

های پذیرنده پلاسمید ( استفاده شد. سلولg/ml)100µکانامایسین 

ت به صورت روی محیط کش pET28-ACLSV-CPنوترکیب 

 های سفید مشاهده شدند. پرگنه

ا رآر، درج صحیح قطعه ژن پروتئین پوششی سیواکنش کلونی پی

 گارزدر حامل بیانی، در باکتری را تایید کرد و نتایج در ژل آ

روتئین پوششی پژن  bp 590سازی صحیح قطعه حاکی از همسانه

 میدپلاس در حامل بیانی بود. همچنین شاهد منفی )کنترل منفی(،

، بدون قطعه ژن پروتئین پوششی، در نظر (+) pET28aبیانی 

 بدون قطعه ژن (+) pET28aگرفته شد که نشان داد حامل بیانی 

 .پروتئین پوششی، به عنوان شاهد منفی، بدون باند است

  ACLSV پروتئین پوششی ژن نتایج حاصل از بیان 

های بیان تئین، پروACLSV منظور بررسی بیان پروتئین پوششی هب

الکتروفورز شدند. در الگوهای  شده در ژل پلی آکریل آمید

-pET28های ترانسفورم شده با دست آمده از باکتری پروتئینی به

ACLSV-CP پروتئین پوششی نوترکیب مورد انتظار با اندازه ،

کیلو دالتون مربوط به پروتئین  22کیلودالتون ) 27 تقریبی

های ودالتون مربوط به برچسبکیل 5 و حدود ACLSVپوششی

مشاهده   IPTGچهار ساعت بعد از القاء ( X His6-tagهیستیدینی 

-pET28که در نمونه باکتری دارای پلاسمید شد در حالی

ACLSV-CP  قبل از القا با( در زمان صفرIPTG این باند )

 27 حدود آمده دست به پروتئین شد. اندازهمشاهده ن پروتئینی

  .(2) شکل باشد می نظر مورد پروتئین بیان دهندهشانن کیلو دالتون

برای تایید بیان پروتئین  ELISAنتایج حاصل از آزمون 

  ACLSVپوششی

نتایج این آزمون نشان داد، پروتئین پوششی این ویروس با غلظت 

بادی اختصاصی ویروس زیادی در باکتری بیان شده است و آنتی

ACLSV پروتئین استخراج شده از تواند آن را در محلول می

های حاوی باکتری تراریخت ردیابی کند. در حالی که در چاهک

و نیز  pETفاقد حامل  E.coliپروتئین استخراج شده از باکتری 

و فاقد قطعه خارجی، تغییر  pET28aدارای حامل  E.coli باکتری

 405ها در طول موج رنگی مشاهده نشده است و جذب نوری آن

 داری با چاهک حاوی پروتئین بیان شده دارد.وت معنینانومتر تفا

 

برگی نتایج بررسی بیان ژن پروتئین پوششی ویروس لکه -2شکل

 مارکر M :چاهک SDS-PAGE.  ژل کلروتیک سیب در

تا 1های چاهک (.Unstained protein marker)فرمانتاس پروتئین

 E. coliی های مختلف باکترهای استخراج شده از کلنیپروتئین: 4
 حاوی +pET28a با ترنسفورم شدهBl21(DE3)  استرین

ACLSV-CP چهار ساعت پس ازالقاء با IPTG،:NC  منفی شاهد 

 .(IPTGقبل از القاء با صفر  )نمونه
Fig 2 . Results of the expression of the coat protein gene of 

Apple chlorotic leaf spot virus in SDS-PAGE gel well: M 

protein Unstained protein marker. Wells 1 to 4: Extracted 

proteins from different colonies of E. coli strain Bl21 

(DE3) transformed with pET28a + containing ACLSV-CP 

four hours after IPTG induction: NC negative control 

(sample zero before IPTG induction). 

های تهیه شده  سرمعیین عیار آنتیبه منظور ت :سرمتعیین عیار آنتی

 دشان دانشد. نتایج در این آزمون  انجامآزمون الایزای غیرمستقیم 

برگی لکهدر مورد پروتئین پوششی ویروس  1:32766غلظت 

 تهیهسرم  مطابق نتایج جذب نوری در مقایسه با کلروتیک سیب

ز شد. نتایج حاصل ا حاصل ژنشده از خرگوش بدون تزریق آنتی

یه ته مجذب نوری در آزمون الایزای غیر مستقیم با استفاده از سر

با  شده علیه پروتئین نوترکیب بیان شده در باکتری در مقایسه

 هست.قابل مشاهده  1نمودارنمونه سرم غیر ایمن در 
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ئین استفاده غلظت پروت) بپوششی نوترکی الایزای غیر مستقیم تهیه شده در خرگوش در برابر پروتئینآزمون سرم با تیتعیین عیار آن -3شکل 

 ژنبدون تزریق آنتی : خرگوش سالمNot-immune، 2: خرگوش B، 1: خرگوش A (.میکرو گرم بر میلی لیتر 1شده در هر چاهک 
Fig 3.  Determination of titration of antiserum by indirect ELISA test prepared in rabbits against recombinant coating protein 

(Protein concentration used in each well is 1 microgram per milliliter). A: Rabbit 1, B: Rabbit 2, Not-immune: without 

immunization by antigen.  

 :شده روی ژل پلی آکریل آمید خالص هایIgGنتایج بررسی 

ن سرم در برابر پروتئیپس از حصول اطمینان از عملکرد آنتی

غلظت ، IgGسازیو خالص  ACLSVپوششی نوترکیب ویروس 

و BSA استفاده از پروتئین استاندارد  شده با تخلیصبادی آنتی

از  تریکرولیم 100منظور  نیبه همشد.  روش برادفورد تعیین

د برادفور بیترک تریکرولیم 900شده همراه با  صیتخل نیپروتئ

 یدر دما قهیدق 5شده به مدت  هیمخلوط شد. سپس مخلوط ته

شده در طول موج  هیمخلوط ته یجذب نور و شد یاتاق نگهدار

به  BSAمحلول  یشد و با جذب نور یرینانومتر اندازه گ 595

 یفپس از بررسی کمی و کیشد.  سهیاستاندارد مقا لولعنوان مح

سازی خالص دهدنتایج نشان میشده  خالص هایایمنوگلوبولین

IgG و باندهای غیراختصاصی حذف  است به خوبی انجام شده

و یت ها با استفاده از کبادیآنتی دارکردننشان پس از. اندهشد

ه ب اندب یک مورد انتظار مشاهده شد که دو باندانجام الکتروفورز 

 بادی و یک باندبه زنجیره سنگین آنتیکیلو دالتون مربوط  75 وزن

مشاهده بادی کیلو دالتونی مربوط به زنجیره سبک آنتی 25 به وزن

 .شد

های بادیبا آنتیو مستقیم نتایج حاصل از الایزای غیرمستقیم 

 هایبررسی کارایی ایمنوگلوبولینجهت   :نوترکیب تهیه شده

 آزمون شدههای نشاندار بادیو آنتیخالص شده از سرم خون 

مورد استفاده های مربوطه ژنالایزای غیرمستقیم با استفاده از آنتی

آزمون شامل  های مورد استفاده در اینژنگرفت. آنتی قرار

ص شده، پروتئین بیان شده در باکتری و نمونه آلوده خالپروتئین 

با توجه به میزان جذب نوری حدود دو برابری  .بود ACLSVبه 

) نمونه گیاهی آلوده و پروتئین بیان شده( در  با نمونه آلوده

نشان داد که  نتایج، 1:1000مقایسه با نمونه سالم در غلظت 

 anit-ACLSV-CP آنتی بادی نوترکیب  1:1000غلظت کاربرد 

نتایج حاصل از  .هستندمناسب  وردنظرهای مژنردیابی آنتی برای

به ذکر شده است. لازم  نشان 4شکل  ها درجذب نوری نمونه

با  بادی نشاندارهای نوترکیب از آنتیبادیاست در کاربرد آنتی

سازی و تغییر رنگ استفاده ظاهر آلکالین فسفاتاز برایاستفاده از

نانومتر محاسبه  405 ها در طول موجشد و جذب نوری چاهک

 .شد

های نوترکیب بادیآزمون الایزای غیرمستقیم با استفاده از آنتی

های ونهآنزیم آلکالین فسفاتاز در نم با استفاده ازنشاندار شده 

 لودهآشده، پروتئین بیان شده در باکتری و نمونه  خالصپروتئین 

نتایج حاصل از جذب نوری  وانجام شد ویروس موردنظر به 

 .است شان داده شدهن 1نموداردر ها نمونه
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 پوششی پروتئین علیه شده تهیه نوترکیب هایبادیآنتی کارایی ررسیب منظور به غیرمستقیم الایزای در نوری جذب ضرایب -4شکل 

 در شده بیان )پروتئین D(، ACLSV به آلوده برگی )نمونه C باکتری(،  در شده بیان پروتئین)B  ،(شده تخلیص پوششی پروتئین) A. نوترکیب

 استخراج بافر) G ،(پوششی پروتئین ژن فاقد پلاسمید حاوی باکتری از شده استخراج پروتئین) F ،(سالم برگی نمونه) E ،(صفر زمان

 (.سوبسترا) H ،(پروتئین

Fig 4. Absorbance coefficients in ELISA to evaluate the efficiency of recombinant antibodies prepared against ACLSV-CP. A 

(purified coat protein), B (protein expressed in bacteria), C (leaf sample infected with ACLSV), D (protein expressed before 

induction), E (healthy leaf sample), F (protein extracted from bacteria containing plasmid without CP insert), G (protein 

extraction buffer), H (substrate). 

 ویروس کنترل جهت یراهکارهایهای ویروسی باید بیماری در

ترین راهکار برای مهمقبل از وقوع آلودگی به کار برده شوند. 

برگی کلروتیک های گیاهی از جمله ویروس لکهکنترل ویروس

 کاشت مواد سیب، پیشگیری از وقوع و گسترش بیماری است.

هایی است که توسط از موثرترین روشسالم  تکثیری گیاهی

ی از عوامل مهم برای صدور گواهی یک .شودانجام میکشاورزان 

دسترسی به  عاری از بیمارگرها سلامت مواد تکثیری گیاهی

با توجه به شیوع  .استحساس و دقیق  های تشخیصیروش

اهمیت دارای کنترل آن  و ، مدیریت  ACLSVگسترده ویروس

رایج برای شناسایی این ویروس  هایروشیکی از . زیادی است

(. از جمله Rana et al., 2008) ست های سرولوژیک اآزمون

اشاره نمود، که  ELISA توان به آزمون های سرولوژیکی میآزمون

مخصوصا تشخیص ویروس جهت ، معتبر و ارزان متداولروشی 

های خیلی زیاد است. یکی از اجزای مهم برای در تعداد نمونه

برهمکنش بین بادی است. های سرولوژیک و الایزا آنتیآزمون

این های سرولوژیک است. ژن اساس روشبادی و آنتییآنت

تولید  جهتژن ویروسی کافی نیازمند تامین آنتی هاآزمون

بادی مناسب برای انجام این و تهیه آنتی باشندبادی میآنتی

ژن خالص ها بسیار مهم و مستلزم در اختیار داشتن آنتیآزمون

-تولید آنتی .(Emtiazi, 2010) )پروتئین پوششی ویروس( است

ای علیه ویروس لکه برگی کلروتیک سیب بادی چند همسانه

دارای اهمیت زیادی است و قادر است کمک قابل توجهی از 

لحاظ اقتصادی و مدیریت زمان به پژوهشگران در این در زمینه 

 تولید برای قوی پتانسیل دارای نوترکیب DNAفناوری کند. 

 تولید  اکثر موارد در است. بادیآنتی تولید جهت ژنآنتی

DNAگیاه در ویروس تکثیر از ترسریع بسیار ویروس نوترکیب 

بادی نوترکیب علاوه با تهیه آنتی(. Tatineni et al., 2013است )

بر محیا کردن شرایط جهت تولید داخلی این ماده تشخیصی، 

قیمت، برآورد و سنجش سازی تولید این ماده تشخیصی گرانبومی

شود. تکثیری با هزینه کمتر و سرعت بیشتر انجام می سلامت مواد

 در سیستم پروکاریوتی CPسازی ژن علاوه بر این با همسانه
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بادی نوترکیب در هر زمان که مورد نیاز باشد ، تولید آنتیمناسب

 ممکن است. 

برای تکثیر بالا  DH5α سویه  E.coliدر این پژوهش از باکتری 

برای بیان بالای پروتئین نوترکیب BL21 (DE3) پلاسمید و سویه 

ویروس لکه برگی کلروتیک سیب استفاده شد. از دلایل استفاده از 

فزایش میزان بیان ژن، قابل اBL21 (DE3)سویه  E.coliباکتری 

سازی راحت پروتئین تولید حل بودن، پایداری بیشتر و خالص

 های مختلف برای بیان پروتئیناین سویه در پژوهش شده است.

مورد  pETهای گیاهی درج شده در وکتورهای ویروس نوترکیب

 ,.Nickel et al., 2004 Sharma et alاستفاده قرار گرفته است )

2016; Amiri Sadeghan et al., 2013; Koolivand et al., 

2016; .) 

 سازی پروتئین پوششیو آماده تهیهامکان  پژوهشدر این    

 هایترین پروتئیناصلی به عنوان یکی از ACLSVویروس 

زا در شرایط آزمایشگاهی برای تولید ویروسی به عنوان ماده ایمنی

 جهت آنمورد بررسی قرار گرفت که از  مناسب و موثر بادیآنتی

در  های گیاهیاز ویروس تعدادیبادی در برابر تولید آنتی

 Tahangaraj and) های در خارج از کشورپژوهش

Jayakrishman 20201: Kumar et al., 2021: Astuti et al., 

2019; Reda Salem et al., 2018; Darsono et al., 2018; 

Haokip et al., 2018; Dalia et al., 2017; هایی در ( و پژوهش

 Koolivand et؛  Sokhandan-Bashir et al., 2015داخل کشور )

al., 2017 ؛ Koolivand et al., 2014  ؛Koolivand et al., 2016 

  .نیز استفاده شده است( Masoudi et al., 2019؛ 

های مختلف خصوصا جهت بیان ژن pETهای استفاده از حامل

های مختلف ویروسی، توسعه یافته است که از لحاظ تعداد ژن

کپی در سلول میزبان در گروه متوسط دسته بندی شده است و 

کپی بیشتری است. های بیان ژن دارای تعداد نسبت به سایر حامل

پوششی  هایپروتئین تولید جهت تحقیقات عمده معمولا در

شود. استفاده می pET28بیان  پلاسمید از آزمایشگاه در ویروسی

 جهت ژنآنتی عنوانبه که وکتور نوع این شده در بیان پروتئین

 دارای کنند،می استفاده ویروس ردیابی سریع برای بادیآنتی تولید

 برایاست.  کربوکسیلی و آمینی انتهای در دینیبرچسب هیستی

در  برگی کلروتیک سیبویروس لکههای پوششی تولید پروتئین

قرار استفاده مورد  pET28 شرایط آزمایشگاهی پلاسمید بیان

 ، زیرا تولید پروتئین نوترکیب با استفاده از پلاسمید مذکورگرفت

تهای آمینی و های بیان شده در اندار شدن پروتئینسبب برچسب

بیان بهینه پروتئین پوششی  شود و این امر سببکربوکسیلی می

  شود.ویروس می

در این پژوهش از غلظت و مدت زمان بهینه استفاده شد. بیان ژن 

، به عنوان یک پروتئین نوترکیب در استرین ACLSVویروس 

BL21(DE3)  که حاوی برچسب اسیدآمینی هیستیدینی است به

در مدت زمان  IPTGمیز با القای یک میلی مولار آطور موفقیت

درجه سلسیوس بدست آمد.  37در  OD 5/0چهار ساعت، در 

های نوترکیب استخراج شده از پس از انجام الکتروفورز پروتئین

-SDS، در IPTGهای حاوی حامل بیان القاء شده با باکتری

PAGE  ه در کیلودالتونی مشاهده شد که این قطع 27حدودا  قطعه

شاهد منفی وجود نداشت. با توجه به اینکه پروتئین پوششی 

ACLSV کیلو دالتون گزارش شده است، این  22ی به اندازه

افزایش وزن به علت اتصال بخشی از توالی حامل بیان و بیان آن 

ای متصل به پروتئین پوششی به صورت یک توالی اسیدآمینه

 tag-6X ربوط به کیلودالتون م 5 حدودباشد )نوترکیب می

His است(. این افزایش اندازه در تحقیقات مشابه دیگر که وکتور

pET اند نیز گزارش شده است )استفاده کردهKoolivand et al., 

2017; Masoudi et al., 2019.) 

بادی نوترکیب تهیه شده توانست ویروس لکه برگی کلروتیک آنتی

ناسایی کند. با ش ELISAسیب را به طور اختصاصی در آزمون 

های ژن در چاهکتوجه به اینکه در این نوع از آزمون الایزا، آنتی

شود، شود و به کف چاهک متصل میتشتک الایزا پوشش داده می

ژن این اتصال تا حدی باعث تغییر شکل در ساختار ظاهری آنتی

-شود. استفاده از آنتیژن توسط میشده که منجر به شناسایی آنتی

بادی پوششی در نوترکیب تولید شده به عنوان آنتی هایبادی

برخلاف بسیاری از تحقیقات پیشین که گزارشی  ELISAآزمون 

-DASهای نوترکیب در آزمون بادیاز عملکرد ناموفق آنتی

ELISA ( را داشتCerovska et al., 2006 عملکرد بسیار ،)

ین خوبی در ردیابی این ویروس داشت. نتایج تحقیق حاضر با ا

عملکرد خوبی  ELISAهای نوترکیب درآزمون بادیامر که آنتی
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ها قبلا ندارند، مطابقت نداشت؛ همانطور که بسیاری از پژوهش

های نوترکیب تهیه بادیهمین امر را به اثبات شده است و از آنتی

های گیاهی به منظور ردیابی شده در برابر بسیاری از ویروس

طی این آزمون به طور موفقیت ویروس در عصاره گیاه آلوده

 Safarnejhad et al., 2019; Koolivand etاند )آمیزی بهره برده

al., 2017; Abdel-Salam et al., 2014; Iracheta-cardenas et 

al., 2008 پژوهشگران از جمله دلایل عدم ردیابی ویروس در .)

DAS-ELISA های نوترکیب شبیه نبودن ساختار بادیبا آنتی

روتئین دناتوره تزریق شده به جاندار خون گرم با ویروس پ

موجود در عصاره گیاهی آلوده و کم بودن غلظت ویروس در 

بادی در عصاره گیاهی را دلیل این امر و کاهش عملکرد آنتی

 (.Folwarczna et al., 2008الایزا بیان کردند )-داس
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