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زشكي روز به روز استفاده از ویروسهاي گياهي به عنوان حاملهاي داروهاي ضد سرطان در پ

-هاي اختصاصي نيز اهميت ویژهباديها با استفاده از آنتيدرحال افزایش است. تشخيص ویروس

 ترینیكي از مهم زميني دارد.هاي گياهي خصوصا در برنامه توليد بذر سيباي براي کنترل بيماري

ولين ویروسهاي با گستره جهاني و جزو اPotato X Potexvirus  (PVX) زميني هاي سيبویروس

در این تحقيق به منظور  باشد.گياهي مورد استفاده به عنوان حامل داروهاي ضد سرطاني مي

آن بصورت نوترکيب توليد گردید. ابتدا،  Coat protein (CP)، ژن PVXهاي  توليد پيكره

 انجام CPهاي اختصاصي حاوي سایت برشي براي تكثير با استفاده از آغازگرRT-PCR واکنش 

را تایيد  bp 714بر روي ژل آگارز، قطعه تكثير شده به طول  PCRگرفت. الكتروفورز محصول 

برش داده شدند و پس  EcoRIو BamHI هاي آنزیم توسط pGBKT7 و پلاسميد  CPکرد. ژن 

با  PVXCP- 7pGBKTسازي ليگاسيون بين آنها صورت گرفت. پلاسميد نوترکيب از خالص

هاي حاوي منتقل و در آن تكثير گردید. پس از گزینش باکتري E. coliتري الكتروپوراسيون به باک

یابي درست بودن توالي ژن و استخراج پلاسميد از آنها، توالي PCRپلاسميد نوترکيب به کمک 

 به روش برش و ليگاسيون pET-21aدر پلاسميد بياني CPکلون شده را تایيد کرد. در ادامه ژن 

منتقل و کشت گردید. با  E. coliباکتري  BL21يد نوترکيب به سویه همسانه سازي شد. پلاسم

-از روي پلاسميد انجام و پروتئين CPدر محيط کشت باکتري توليد پروتئين  IPTGاضافه کردن 

را نشان داد. این پروتئين پس از  CPهاي باکتري استخراج شد. الكتروفورز پروتئين، بيان شدن 

 حامل داروهاي ضد سرطان کاربرد داشته باشد. سازي ميتواند به عنوانخالص

 های کلیدیواژه
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Abstract 

The use of plant viruses as carriers of anti-cancer drugs in medicine is increasing day after day. One of the most 

important potato viruses is Potato X Potexvirus (PVX) which is globally expanded and is one of the first plant 

viruses used as a carrier of anticancer drugs. In this research, in order to produce PVX particles, its Coat protein 

(CP) gene was expressed. First, the RT-PCR reaction was performed for CP amplification using specific primers 

containing the endonuclease digestion sites. Electrophoresis of the PCR product on agarose gel confirmed the 

amplified fragment with a length of 714 bp. Then the CP gene and pGBKT7 plasmid were digested by BamHI and 

EcoRI enzymes and after purification, ligation was done between them. Recombinant plasmid pGBKT7-CPPVX was 

transferred to E. coli bacteria by electroporation. After selecting the bacteria containing the recombinant plasmid by 

PCR and extracting the plasmids from them, sequencing confirmed the correctness of the cloned gene sequence. 

Then, the CP gene was cloned into pET-21a expression plasmid by digestion and ligation method. The recombinant 

plasmid was transferred to BL21 strain of E. coli and cultured. By adding IPTG in the bacterial culture medium, CP 

protein was expressed from the plasmid and bacterial proteins were extracted. Protein electrophoresis showed the 

expression of CP. After purification, this protein can be used as a carrier of anti-cancer drugs. 

Keywords: Cloning, Coat protein, drug carrier, PVX, protein expression 

 

 

  مقدمه

 است زراعي محصول مهمترین زمیني سیب ای،دولپه گیاهان بین در

دارد.  قرار جهاني چهارم رتبه در ذرت، برنج و گندم، از پس که

تن و  18/5کل کشورهای جهان، در  محصول این عملکرد متوسط

را در عملکرد در دنیا  21که رتبه ی  بوده هکتار در نت ٣٤ ایران در

ها از عمده مشکلات تولید . آفات و بیماری)1٤01دارد)وجداني 

زمیني بسیار شایع ها در سیبزمیني هستند. ویروسدر سیب

-کاهش عملکرد شدید مي هستند و باعث فساد سیب زمیني و

. اولین گزارشات از وجود بیماری (Yonghui 2010) شوند

 Masoudi) گرددميبر 1٣٣0زمیني در ایران به سال ویروسي سیب

et al. 2018) .ها به به دلیل تکثیر رویشي سیب زمیني، ویروس

خاطر انتقال و انباشت از سالي به سال دیگر، عملکرد محصول را 

های دهند از جمله ویروسبه طور چشمگیری کاهش مي

 Potato X Potexvirusبیماریزای مهم سیب زمیني، ویروس 

(PVX) باشد که دارای گسترش جهاني بوده و در تمام مناطق مي

 .Yu et al)د ت سیب زمیني در دنیا ایجاد خسارت مي کنکش

2008; Jellis 1992) ی سیستمیک در هاو باعث ایجاد آلودگي

زمیني، توتون، گوجه و از جمله سیب Solanaceaeگیاهان خانواده 

میزان خسارت این . (Callaway et al. 2001)شود فلفل مي

و درصد  50تا  10زمیني بین  ویروس بسته به نژاد و رقم سیب

درصد گزارش شده  18پراکنش آن در ایران حدود 

این ویروس علایم . (Shamsadden-Saeed et al. 2014است)

خفیفي در گیاه سیب زمیني ایجاد مي کند ولي در صورت آلودگي 

ب زمیني آسیب سیY مخلوط با سایر ویروسها مثل ویروس 

 Kutnjak etکندشدیدتر و خسارت اقتصادی بیشتری را وارد مي

al., 2014; Prins et al. 2008) .)ها در اثر این ویروس، غده

سیب زمیني به  Xشود. ویروس کوچک شده و تعداد آنها کمتر مي

 ها منتقل مي شود.ها یا برگه وسیله عصاره آلوده از غدهبساني آ

مزارع  در ویروس این آلودگي های انتقالین روشتریکي از رایج

های سالم در زمان های آلوده به غدهسیب زمیني، انتقال از غده

 .Jeevalatha et alهای بذری به منظور کشت است )برش غده

 های مکانیکي،این ویروس همچنین به وسیله بذرپاش(. 2016

 جونده، قطعات دهاني حشره جانوران، وسایل زراعي و سمپاشي،

ی هادر سیستم شود.ها و ریشه منتقل ميبرگ ها،تماس جوانه

هایي زمیني لازم است ویروستولید بذر عاری از ویروس سیب

نظر قرار گیرند که با توجه به شرایط محیطي و نوع ارقام مورد

شوند و انتشار بیشتری کاشته شده، خسارت بیشتری را موجب مي

-و تک رشته نوکلئوتید بوده 6٤٣5 طولس برویو نیا ژنوم دارند.

نانومتر است  1٣و عرض  515پذیر به طول ای و انعطاف

(Yonghui 2010) ی آن شامل پوشش پروتئیني پیکره درصد 9٤ و
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واحد تشکیل شده زیر 1270دالتون است که از   25080با وزن 

 باز يخواندن قاب پنج دارایو  (Soliman et al. 2008) است

(ORF) باشديم (Verchot-Lubicz et al. 2007;Alhoot et al. 

 59تا  ٣9های ( شماره یک که شامل نوکلئوتیدORF(. ژن )2012

کند که کیلو دالتون را تولید مي 166است، پروتئیني بزرگ به وزن 

ناحیه . (Fedorkin et al. 2001)کندبه عنوان رپلیکاز عمل مي

است که با هم تداخل دارند  ORFمرکزی ژنوم ویروس شامل سه 

 ( (Verchot-lubicz 2005گانه شناخته شدهو بعنوان بلوک ژن سه

 ,MP1گانه هستند )هایي که محصول این بلوک ژن سهو پروتئین

MP2, MP3 کیلو دالتون  8و  12، 25(، به ترتیب وزن مولکولي

تنظیم ترجمه ویروس،  و درHefferron et al. 1997). )دارند

 و حرکت ویروس نقش دارند RNAممانعت کنندگي از خاموشي 

(Verchot-Lubicz, 2005 .) ژن شماره پنج مسئول کد کردن

باشد که اندازه آن ویروس مي (coat protein: CP)پروتئین پوششي

پیکره ویروس را تشکیل  صددر 9٤کیلو دالتون است و حدود  25

دارای PVX وساز ویر CP . ژن(Verchot-Lubicz 2005)دهدمي

 Yonghui)کنداسیدآمینه را کد مي 2٣7نوکلئوتید است و  71٤

 به سلول حرکت و روسیو هایکرهیپ مونتاژ برای ژن نیا. (2010

 Leshchiner .al et ;1988  2008)باشد مي ازین مورد سلول

Huisman  .)در و هابرگ يشکلبد جادیا در يپوشش نیپروتئ 

 et al.1986) کنديم فایا را يمهم نقش اهیگ کل در يآلودگ توسعه

Abelاز جمله های ویروسي (. از آنجایي که بیماریPVX بر 

 یرو يخاص علائم ،يقارچ و یيایباکتر یزایماریب عوامل خلاف

رند، به آساني از نسلي به نسل دیگر منتقل شده و باعث ندا هاغده

افزایش شدت بیماری و کاهش عملکرد از سالي به سال دیگر 

ها فقط به مبارزه با ناقلین، های موثر کنترل ویروسشوند. روشمي

مقاوم و استفاده از بذور سالم سیب زمیني محدود کاشت ارقام 

گردد. استفاده از بذر سالم از جمله مهمترین عوامل موثر در مي

-تولید هسته باشد.افزایش عملکرد سیب زمیني در واحد سطح مي

های بذری باعث صرفه جویي در خروج ارز از کشور و افزایش 

ب زمیني گردد. تشخیص سریع ویروسهای سیتولید محصول مي

 به عملي دستیابيیکي از ارکان مهم این فرایند تولید بذر است. 

ها و گسترش تستهای سرولوژیکي در تکنولوژی شناسایي ویروس

بطور  .است تحقیق این عمده هدفزمیني مراکز تولید بذر سیب

ها یا مبتني بر پروتئین های مولکولي شناسایي ویروسکلي روش

نوکلئیک آنهاست. روش سرولوژیکي از آنها و یا بر اساس اسید

از بین  متعلق به گروه دوم هستند. PCRگروه اول و تکنیک 

های سرولوژیکي به خاطر دقت و سرعت بالا در تشخیص روش

مرسوم تر هستند. ممکن است غلظت  ELISAها، انواع ویروس

ای کم باشد که نتوان با استفاده ویروس در بافت گیاهي به اندازه

با وجود حتي  PCRآن را شناسایي کرد اما به کمک  ELISAاز 

توان به تکثیر آن پرداخته و موفق یک پیکره ویروس در بافت مي

-بر مبنای تعامل میان مولکول ELISAبه شناسایي آن شد. تکنیک 

بادی دارد و ژن، استوار است و نیاز به آنتيبادی با آنتيهای آنتي

زای سیب های خسارتیکي از مهمترین ویروس PVXچون 

های عاری از ویروس جزو زمیني است، در برنامه تولید غده

های شناسایي هایي است که باید تست شود. لذا کیتویروس

ELISA  آن باید راه اندازی شوند. برای این منظور در نظر داریم تا

بادی در باکتری، مقدمات تولید آنتي PVXبا بیان پروتئین پوششي 

 ELISAهای را فراهم کنیم تا در ادامه کیت PVXاختصاصي 

تولید و گسترش یابند. استفاده از بافت آلوده به PVX  شناسایي

ویروس و یا ویروس خالص سازی شده برای مطالعات پژوهشي 

های مناسب است اما به دلیل مشکل بودن خالص سازی پیکره

ت های بدسویروس و همراه بودن ذرات گیاهي با آنها، پروتئین

مقاومت مهندسي شده ژنتیکي  آمده درجه خلوص بالایي ندارند.

ی ویروسي به وسیله بیان های مختلف گیاهي به آلودگيهاگونه

CP ویروس، برای چند ویروس گیاهي اثبات شده است 

(Matthews 1993)نقش اولیه پروتئین پوششي، پوشیدن اسید .-

ست که اطلاعات ژنتیکي را از تخریب ژنوم ویروسي ا نوکلئیک

کند. همچنین نقشي مهم در گسترش ویروس در محافظت مي

سراسر گیاه آلوده، هم از طریق انتقال در فواصل طولاني از طریق 

 .Carrington et al) ها و هم حرکت سلول به سلول داردآوند

1996, Fedorkin et al. 2001) . بعلاوهCP  ممکن است در دیگر

سازی و سرکوب زندگي ویروس مثل همانند مراحل چرخه

 .Callaway et al. 2001; Thomas et al)خاموشي شرکت کند

هش توسط نوح شهرآیین ژن پوشش پروتئیني در یک پژو (2003

و  PCMV35سیب زمیني تحت کنترل پروموتور  xویروس 

 BINARYهای افزایش دهنده در داخل ناقل خاص از گروه توالي
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VECTOR  کلون شد و سپس با استفاده از باکتری آگروباکتریوم

زمیني منتقل گردید که تومه فاسینس به داخل دو رقم گیاه سیب

رشد و تکثیر گیاهان، گیاهان ترانس ژنیک مقاوم به پس از 

کانامایسین در خاک کشت شده و پس از یک ماه وجود 

transcript  ژن پوشش پروتئیني ویروسX  در آنها با روشRT-

PCR ( تائید شدirandoc در سال .)های ویروس 1٣80 PVY و

PVX  از بوته های آلوده مزارع سیب زمیني استان خوزستان جدا

 Nicotiana tabacumدر شرایط گلخانه در گیاه توتون سامسون  و

L.cv .Samsun  بطور جداگانه تکثیر شدند. پس از خالص سازی

ویروسها، با تزریق آموده های )پرپاراسیون ها( خالص ویروس به 

خرگوش، آنتي سرم تهیه شد. علاوه بر کاربرد آنتي سرم های تهیه 

سرمهای بدست آگار، آنتي شده در آزمون های مختلف نشت در

( و دیبا ELISAآمده نیز خالص شده و در آزمون های الایزا )

(DIBA به طریق غیرمستقیم بکار برده شدند. نتایج بدست آمده )

( و دیبا ELISAنشان داد که سیستم های سرولوژیکي الایزا )

(DIBA تهیه شده در این تحقیق آلودگي به دو ویروس )PVY  و

PVX بي در گیاهان سیب زمیني تشخیص مي را به خو

(. در پژوهشي دیگر در سال 1٣80)شمس بخش و همکاران دهند

با استفاده از طراحي آغازگر برای پروتئین  مرکزی استان در 1٣90

، وجود این ویروس در ELISAو انجام آزمون  PVXپوششي 

 مزارع سیب زمیني این استان تایید شد )فراهاني و همکاران

از بوته های آلوده جدا شده  PVXویروس  1٣98سال  (. در1٣91

و ژن پوشش پروتئیني  تکثیر شد کرمان،مزارع سیب زمیني استان 

کلون شد و سپس پلاسمید  pQE60ویروس در ناقل بیاني 

منتقل و بیان ژن در آن صورت گرفت.  E.coliنوترکیب به باکتری 

تایید شد.  SDS-PAGEنهایتا بیان پروتئین پوششي ویروس با ژل 

در ادامه، آنتي ژن نوترکیب بدست آمده، از طریق تزریق به 

 Hasan-Sheikhi et)خرگوش در تکنیک دات بلات شناسایي شد

al. 2000). 

  هاروش و مواد

( با یک جفت آغازگر PCRدر ابتدا واکنش زنجیره ای پلیمراز )

 :Gene Bankاختصاصي، برای تکثیر ژن پروتئین پوششي )

DQ315386) از cDNA ویروسPVX .برای انجام انجام شدPCR  

های اختصاصي استفاده شد. این آغازگرها توسط نرم از آغازگر

سنتز شدند و قطعه ای به  Sigmaطراحي و در شرکت  oligoافزار 

کنند. نوکلئوتید حاوی ژن پروتئین پوششي را تکثیر مي 71٤طول 

فاده  نیز در این های مورد استهای برشي مربوط به آنزیمسایت

شامل آغازگرهای  PCRآغازگرها تعبیه شد. اجزای واکنش 

با  dNTPs میکرومولار، یک غلظت با مستقیم و معکوس هرکدام

 Magمیکرولیتر آنزیم  cDNA 500 ng، 0.5 میکرومولار، 10 غلظت

Taq DNA polymerase   2و بافرx باشد. آزمون ميPCR  با

دقیقه برای  ٣به مدت  C 92° دمایاستفاده از برنامه ای شامل 

به  C 92° سیکل که هر یک شامل ٣0واسرشت سازی اولیه و 

 ٤5به مدت   C 72° ثانیه و 20به مدت  C 55° ثانیه، 20مدت 

دقیقه برای ساخت نهایي  10به مدت   C 72° ثانیه و یک دمای

و  %1روی ژل آگارز  PCRقطعه مورد نظر استفاده شد. محصول 

تکثیر  DNAالکتروفورز شد. قطعه  TAE 1Xاز بافر  با استفاده

بطور جداگانه  pGBKT7و نیز پلاسمید  PCRشده در واکنش 

برش  EcoRI (Fermentas)و  BamHIهای برشي توسط آنزیم

سازی، الکتروفورز آنها روی ژل آگارز داده شدند و پس از خالص

ربوط به های مورد نظر مبا نقطه ذوب پایین انجام شد و باند 1%

سازی آنها ژن و پلاسمید، از روی ژل برش داده شده و خالص

 DNAانجام شد. در مرحله ی بعد، واکنش اتصال در حضور آنزیم

Ligase  T4  صورت گرفت و این پلاسمید نوترکیب، پس از

های شایسته  به سلول سازی، به روش الکتروپوراسیونخالص

Escherichia coli نژاد TOP10.های حاوی باکتری منتقل شد

جامد حاوی آنتي بیوتیک  LBپلاسمید نوترکیب، روی محیط 

با  PCRدر مرحله بعد، با انجام  آمپي سیلین رشد داده شدند.

هایي که پلاسمید آنها حاوی ژن کلوني CPآغازگرهای اختصاصي 

ها شدند و کشت مایع برای این کلوني پروتئین پوششي بود، تعیین

خراج پلاسمید، عمل هضم آنزیمي انجام و پس از است

(Digestionبر اساس آنزیم ) های برشيBamHI  وEcoRI وجود ،

 بدست محصولتایید کرد.  pGBKT7را درون پلاسمید  CPژن 

مربوط به پلاسمید  هایباند و شد بررسي %1 آگارز ژل روی آمده

و ژن مورد نظر در آن مشاهده گردید. در ادامه، قطعه مورد نظر 

استراسبورگ فرانسه ارسال  IBMPتعیین توالي به انستیتو برای 

گردید. پس از اطمینان از توالي درست پلاسمید حاصل، با استفاده 
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از پلاسمید  CP، ژن EcoRIو  BamHIهای برشي از آنزیم

-نیز با این آنزیم 21apET-نوترکیب جدا شد و همزمان پلاسمید 

ت حاصل از برش سازی محصولاها برش داده شد. پس از خالص

و  CPی ژن ی جدا شدهآنزیمي، واکنش لیگاسیون بین قطعه

، صورت گرفت. پس از انجام واکنش لیگاسیون به  pETپلاسمید 

سازی آن، به ازاء هر و خالصC˚16 روز در دمای مدت یک شبانه

-به روش الکتروپوراسیون یک میکرو E. coliبار ترانسفورماسیون 

لیگاسیون مورد استفاده قرار گرفت. در  لیتر از محصول واکنش

ی رشد کرده در هاترکیب بودن کلنيمرحله بعد برای تایید نو

با  PCRها انجام شد. انجام بر روی این کلني PCRمحیط، واکنش 

ی رشد یافته در محیط هاروی کلني CPهای اختصاصي ژن پرایمر

 ها تایید کرد.را در این کلني CPژن دار، وجود سیلین کشت آمپي

همسانه سازی شد.  21apET-در پلاسمید بیاني CP این بار ژن 

در ادامه یک کلوني نوترکیب انتخاب و کشت خطي از آن تهیه 

لیتر محیط کشت میلي 5شدو این کلوني در فالکن محتوی محتوی 

LB سیلین، کشت و به مدت یک بیوتیک آمپيمایع دارای آنتي

درون انکوباتور قرار  rpm 180ت با سرع ٣7 °Cشب در دمای 

ی کشت مایع از روی کلوني برای پلاسمید فاقد ژن  گرفت. . تهیه

لیتر از این میلي ٤نظر نیز صورت گرفت. در مرحله بعد، مورد

-میلي 500های ترکیب به فلاسکهای حاوی پلاسمید نوکشت

مایع، منتقل شد. با قرار  LBلیتر محیط میلي 200لیتری حاوی 

شیک  rpm 180 ها در انکوباتور با سرعت رفتن این فلاسکگ

)پس از  OD = 0.6 – 0.8ها به شده و پس از رسیدن تراکم باکتری

های حاوی ساعت( با برداشتن مقداری از کشت درون فلاسک ٤

با  IPTGترکیب به عنوان نمونه شاهد قبل از القا، پلاسمید نو

شد و برای بررسي بیان  به دو فلاسک افزوده mM1 غلظت نهایي 

به منظور استخراج پروتئین  برداری شد.در ساعات مختلف، نمونه

محیط  IPTGاز کشت مورد نظر، پس از پایان یافتن زمان القا با 

 5لیتری تقسیم و به مدت میلي 50های مورد نظر درون فالکن

سانتریفیوژ شد. سپس  ٤ °Cدر دمای  rpm 5000دقیقه با سرعت 

ها ها، رسوب موجود در ته فالکنیختن فاز رویي فالکنبا دور ر

جمع آوری شد. با تقسیم این  Tris-Hcl  20mMتوسط 

لیتری و افزودن بافر لیز به میلي 2های سوسپانسیون درون تیوب

هر تیوب، عملیات سونیکاسیون بر روی محلول موجود صورت 

این  های القا شده،گرفت. همزمان با سونیکاسیون روی نمونه

عملیات بر روی پلاسمید فاقد ژن که به همین روش القا شده بود 

و نیز محلول برداشته شده قبل از القا نیز صورت گرفت. جهت 

جلوگیری از تخریب گرمایي، تمامي مراحل سونیکاسیون بر روی 

های استخراج شده به یخ انجام گرفت. محلول حاوی پروتئین

سانتریفیوژ   ٤ °Cدر دمای  rpm 1٤000دقیقه با سرعت  15مدت 

لیتری تقسیم و به هر میلي 2شد و فاز رویي آن بین سه تیوب 

اضافه کرده و پس از  %100استون  ml 1.5ها کدام از این تیوب

 -C° 70ساعت در  2چند بار وارونه کردن تیوب، به مدت 

دقیقه سانتریفیوژ با  10نگهداری شدند. پس از گذشت این زمان 

انجام شد. فاز رویي دور  ٤ °Cو دمای  rpm 1٤000سرعت 

 %80لیتر استون میکرو ٣00ریخته شد و به رسوبات ته تیوب، 

 rpmدقیقه با سرعت  5اضافه شو و سانتریفیوژ این بار به مدت 

انجام شد. سپس فاز مایع رویي دور ریخته  ٤ °Cو دمای  1٤000

ون شده دقیقه عاری از است 5شد و رسوب ته تیوب پس از حدود 

و به حالت خشک در آمده بود که در این صورت به هر یک از 

افزوده شد. قبل از الکتروفورز  PAGEلیتر بافر میکرو ٣0ها تیوب

حرارت داده و  C° 95دقیقه در دمای  5ها به مدت پروتئین، نمونه

استخراج باند مورد نظر پروتئین از  آماده برای الکتروفورز شدند.

بادی اختصاصي به مراکز مربوطه ی تولید آنتيژل انجام و برا

 جهت تزریق به خرگوش ارسال شد.

 

  و بحث نتایج

باشد مي PVXبادی اختصاصي هدف نهایي این تحقیق تولید آنتي

و پس از  pGBKT7ابتدا در پلاسمید  CPکه برای این منظور ژن 

-همسانه  21apET-بررسي نتایج توالي یابي، در پلاسمید بیاني 

ازی شد تا بصورت نوترکیب تولید گردد و به عنوان آنتي ژن س

 هایاین راستا، ابتدا به کمک آغازگر مورد استفاده قرار گیرد. در

 پروتئین ناحیه ژني های برشي آنزیم،اختصاصي حاوی سایت

-RTویروس با واکنش  RNA( از روی CPویروس ) پوششي

PCR نوکلئوتید  71٤طول ها قطعه ای به این آغازگر .تکثیر گردید

اسامي  1حاوی ژن پروتئین پوششي را تکثیر کردند. در جدول 

 ها به همراه ترادف نوکلئوتیدی آنها آمده است. آغازگر
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 (CP)ظور تکثیر ژن پروتئین پوششيهای مورد استفاده به منآغازگر -1جدول

 PVX ویروس

Table 1. The primers used for amplification of the coat 

protein (CP) gene of PVX virus 
Sequence Primer 

aaGGATCCatgtcagcaccagctagcaca  CP PVX F (BamHI) 

aaGAATTCttatggtggtgggagagtgac CP PVX R (EcoRI) 
 

 TAEو با استفاده از بافر  %1روی ژل آگارز  PCRمحصول 

های ، الف(. ژن مورد نظر توسط آنزیم1الکتروفورز شد )شکل 

سازی برش داده شده و پس از خالص EcoRIو  BamHIي برش

نوکلئوتید  71٤در روی ژل آگارز با نقطه ذوب پایین باند به طول 

، ب(. هم چنین پلاسمید 1سازی شد )شکل جداسازی و خالص

pGBKT7 های برشي برش دادهبطور همزمان با این آنزیم 

 شد. سازی در پلاسمید انجام، ج(. همسانه1شد)شکل 

 

                                    ج                                            ب                                      الف                  

 الکتروفورزصاصي آن. ب( ی اختبا آغازگرها PVXویروس  (CP)پوششي پروتئین ژن ناحیه به مربوط PCR واکنش طي شده تکثیر قطعات الکتروفورز الف( -1شکل

بعد  pGBKT7لاسمید پ الکتروفورزروی ژل آگارز با نقطه ذوب پایین. ج(  EcoRIو  BamH هایآنزیم از استفاده با آنزیمي هضم از بعد سازی شدهخالص CPژن 

 : کنترل مثبت.Pرل منفي، :کنت N: مارکر، CP.Mای اختصاصيروی ژل آگارز با نقطه ذوب پایین با آغازگره EcoRI و BamHIهای از هضم آنزیمي با استفاده از آنزیم
Figure 1. a. Electrophoresis of PCR amplified fragments related to the region of the coat protein (CP) gene of PVX virus with its specific 

primers. b. Electrophoresis of purified CP gene after enzymatic digestion using BamHI and EcoRI enzymes on low melting point agarose gel. 

c) Electrophoresis of pGBKT7 plasmid after enzymatic digestion using BamHI and EcoRI enzymes on low melting point agarose gel using 

specific primers CP. M: marker, N: negative control, P: positive control. 

 

های روی کلوني CPاختصاصي  هایبا آغازگر PCRواکنش 

د ها را تایید کربدست آمده نوترکیب بودن تعدادی از کلوني

و  BamHI های برشي ، الف(. همچنین برش با آنزیم2)شکل 

EcoRI  وجود قطعه ژني مربوط بهCP ید ها را تایدر این پلاسمید

پلاسمید ، ب(. جهت تعیین توالي ژن مذکور، 2کرد)شکل 

 استراسبورگ فرانسه ارسال گردید. IBMPنوترکیب به انستیتو 

دی پس از تعیین توالي قطعه درج شده، مقایسه توالي نوکلئوتی

 NCBI (FJ461343)بدست آمده با توالي نوکلئوتیدی موجود در 

، صحت ترادف مورد نظر را اثبات نمود. BLASTتوسط برنامه 

ده  شین توالي با توالي منتشر های نوترکیب پس از تعیپلاسمید

 ، ج(.2مقایسه شدند )شکل 

از  CPسپس به منظور بیان پروتئین موردنظر، جداسازی ژن 

، ٣طي واکنش برش آنزیمي انجام شد )شکل  pGBKT7پلاسمید 

-سازی این قطعه ژني در پلاسمید بیاني الف( و این بار همسانه

21apET  ی بیاني هها به سویصورت گرفت . این پلاسمید

BL21 های رشد یافته با واکنش منتقل شدند و کلونيPCR  تایید

در  PVX، ب(. سپس بیان ژن پروتئین پوششي ٣شدند)شکل 

مورد بررسي قرار  SDS-PAGEباکتری با استفاده از تکنیک 

کیلو  25هاقطعاتي با وزن مولکولي گرفت. در الکتروفورز پروتئین

 ، ج(. ٣اهده گردید)شکل دالتون برای پروتئین پوششي مش
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                                          ب                                          الف                                            

 

 ج

د نوترکیب. ب( الکتروفورز محصول هضم پلاسمید های باکتری حاوی پلاسمیبر روی کلني CPبا آغازگرهای اختصاصي ژن  PCRالف( الکتروفورز محصول  -2شکل

-pGBKT7: کنترل منفي. ج( ردیف چیني توالي پلاسمید نوترکیب N: مارکر، Mدرصد. 1روی ژل آگارز  EcoRIو  BamHIهای با آنزیم pGBKT7-CPنوترکیب 

CPPVX  با توالي  1شمارهCPPVX  منتشر شده درNCBI (FJ461343). 
Figure 2. a. Electrophoresis of PCR product with CP gene specific primers on bacterial colonies containing recombinant plasmid. b. 

Electrophoresis of the digestion product of recombinant plasmid pGBKT7-CP with BamHI and EcoRI enzymes on 1% agarose gel. M: 

marker, N: negative control. C. alignment of pGBKT7-CPPVX recombinant plasmid number 1 with CPPVX sequence published in NCBI 

(FJ461343). 
 

 

ب ج                                                                                            الف

درصد. ب( الکتروفورز 1آگارز  ی ژلرو EcoRIو  BamHIهای با آنزیم pETو نیز وکتور  pGBKT7-CPالف( الکتروفورز محصول هضم پلاسمید نوترکیب  -3شکل

که باند  %5/12آمید یلتصویر الکتروفورز پروتئین روی ژل آکر )های باکتری حاوی پلاسمید نوترکیب. جبر روی کلني CPاختصاصي ژن با آغازگرهای  PCRمحصول 

 : مارکر.M : کنترل مثبت.Pد. باشخالي القا شده مي  pET-21aپلاسمید  Nقابل مشاهده است. چاهک  PCدر چاهک  KD 25به اندازه  CPمربوط به پروتئین 
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Figure 3. a. Electrophoresis of the digestion product of recombinant plasmid pGBKT7-CP and pET vector with BamHI and EcoRI enzymes 

on 1% agarose gel. b. Electrophoresis of PCR product with CP gene specific primers on bacterial colonies containing recombinant plasmid. 

C. The image of protein electrophoresis on 12.5% acrylamide gel, where the CP protein band with a KD of 25 can be seen in the CP well. 

The N well is the induced empty pET-21a plasmid. M : Marker. 

 

ها خسارات قابل توجهي به سالانه در سراسر جهان ویروس

کنند و باعث زمیني وارد ميمحصولات کشاورزی و از جمله سیب

زمیني از شوند. گیاه سیبکاهش کمیت و کیفیت محصولات مي

ای است که نقش مهمي در تغذیه مردم جمله محصولات غده

همترین (. از جمله مRezaee and Soltani 1996) جهان دارد

است که  Potato X Potexvirus (PVX)زمیني، های سیبویروس

. از (Smith 1931) اولین بار در انگلستان تشخیص داده شد

ها فقط به مبارزه با های موثر کنترل ویروسآنجایي که روش

شود، ناقلین، کاشت ارقام مقاوم و استفاده از بذور سالم محدود مي

دستیابي عملي به تکنولوژی شناسایي عوامل بیماریزای ویروسي، 

 هدف عمده این تحقیق است. تشخیص آسان، سریع و دقیق

ها با کاربرد حداقل مواد گیاهي یکي از ارکان اصلي فرایند ویروس

های اولیه عاری از ویروس در سیستم تولید بذر تولید هسته

ها و ی اساسي ویروسهابسیاری از ویژگي باشد.زمیني ميسیب

 .اندزای دیگر با مطالعه روی گیاهان کشف شدهعوامل عفونت

ها دارای اعمال متعددی هستند. ی ساختماني ویروسهاپروتئین

پوشش پروتئیني ویروس برای مونتاژ ویروس و نیز حرکت سلول 

به سلول مورد نیاز است. همچنین این پروتئین باعث محافظت 

-ميها نوکلئیک ویروس در برابر تجزیه شدن بوسیله نوکلئازاسید

 و یساختار یها يژگیو موارد اکثر در نکهیا به توجه باشود. 

 دیتول آنهاست، يعیطب انواع مشابه بینوترک یهانیپروتئ تیلفعا

مقرون به صرفه  یکار بینوترک DNA یبا کمک تکنولوژ نیپروتئ

 (Enzyme Linked Immunosorbant Assay. امروزه روش است

ELISA) و ارزان برای تشخیص ، سریع روشي معمول، معتبر

این روش نیاز به منظور استفاده از  .ویروس در سطوح وسیع است

یکي از  E. coliباشد. باکتری ژن ویروسي ميبه تامین منبع آنتي

های های میزبان برای بیان سطح بالای پروتئینمتداولترین سیستم

ها از نوترکیب است چرا که علاوه بر دارا بودن امتیازات باکتری

جهت تکثیر سریع، بیان سریع، مصرف کم مواد اولیه و سهولت 

ترکیب و رل آسان، میزان بالایي از بیان پروتئین نوکشت و کنت

 Makrides) ی بیگانه داردهاقدرت بالایي برای پذیرش ژن

ی ژنتیکي و ها. همچنین وجود دانش زیاد در مورد ویژگي(1996

-مولکولي این باکتری و در دسترس بودن تعداد زیادی از پلاسمید

نظیر را به موجودی بيآن (، cloning vectors) ی همسانه سازیها

ی ژنتیکي هاورزیو کارا برای تحقیقات مهندسي ژنتیک و دست

-بسیار ساده، کم E. coliمبدل کرده است. بیان پروتئین در باکتری 

علاوه بر این  .گیردها صورت ميتر از سایر روشهزینه و سریع

در دسترس هستند که  E. coli های جهش یافتهتعدادی از نژاد

های نوترکیب را بهبود بخشند. به عنوان انند بیان پروتئینتومي

های پروتئاز هایي در ژنهای میزبان با جهشمثال استفاده از نژاد

سیتوپلاسمي، تخریب پروتئین نوترکیب بیان شده را کاهش داده و 

 .(Fischer et al. 1993) شودموجب افزایش بازده تولید مي

-ی یوکاریوتي بیان ميهاسیستم ی بزرگ معمولا درهاپروتئین

ی پروکاریوتي های کوچکتر در سیستمهاشوند، در حالیکه پروتئین

شوند. در حقیقت نقص ذاتي سیستم بیشتر بیان مي

هاگلیکوزیلاسیون پروتئین در پروکاریوتها آنها را در بیان پروتئین

ای ی بزرگ ناتوان کرده است و در نتیجه باکتری میزبان مناسبي بر

 Janknecht) باشدهای اختصاصي پستانداران نميبادیتولید آنتي

and Martynoff 1991). های سیستم بیان پروکاریوتي محدودیت

های مانع چنداني برای تولید موفق پروتئین E. coliباکتری 

 های گیاهي نبوده است، زیراپوششي نوترکیب بسیاری از ویروس

 آن، دنبال به وE. coli باکتری در ویروس پوششي پروتئین ژن بیان

 تعدادی از برای کلونال پلي بادی آنتي تولید و سازی خالص

 ;Sadeghan et al. 2013)است شده گزارش گیاهي ویروسهای

Koohapitagtam and Nualsri 2013)خالص و بیان از . پس 

 خرگوش، به آن و تزریق ویروس نوترکیب پوششي پروتئین سازی

 وسیعي طیف شناسایي قابلیت از تولید شده کلونالپلي بادی آنتي

 Cerovska et al)بود خواهد برخوردار ویروسي هایجدایه از

 اپیتوپ نوع دو دارای ویروسي پروتئین پوششي . واحدهای(2010

 پروتئین هایواحد زیر سطح در گروه یک باشند.مي متفاوت

 ویروسي املک هایپیکره تشکیل در هنگام اما داشته، قرار پوششي

 این بود. نخواهند واقع هاپیکره سطح در شده ایجاد هایچرخش و
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 تولید بادیآنتي و گردیده نامگذاری نام کریپتوتوپ تحت گروه

-نمي ویروسي کامل ویریون تشخیص به قادر معمولا آنها علیه شده

 دیگری اپیتوپهای دارای پوششي پروتئین واحدهای زیر اما باشد.

 ویروسي کامل هایپیکره در سطح که هستند پها نیزمتاتو نام تحت

 آنتي بنابراین و گردیده واقع آن پوششي پروتئین زیرواحدهای و

 کامل هایپیکره به تشخیص قادر آنها، علیه شده تولید بادی

 مطرح فرض این اساس، این بر شد. بامي آلوده گیاهان در ویروسي

 بصورت روسوی پوششي نوترکیب پروتئین از اگر که است

-آنتي تولید برای پروتئین فضایي ساختمان حفظ با و غیردناتوره

 چنداني قابلیت از بادی تولیدی آنتي شود، استفاده اختصاصي بادی

 از بود. نخواهد برخوردار ویروسي کامل هایپیکره تشخیص برای

 پوششي پروتئین دناتوره از فرم که شودمي داده ترجیح عمدتا اینرو

. (Van Regenmortel 1982) شود استفاده آنتي بادی دتولی برای

 نیز دومي مزیت از نوترکیب دناتوره پروتئین فرم از استفاده البته

 پروتئین بیشتری مقدار استخراج قابلیت به که است برخوردار

 اغلب .شود مي مربوط رشد یافته باکتری توده از نوترکیب

 پروتئینهای ویروسي برای بادی آنتي تولید زمینه در مشابه تحقیقات

 آسان سازی خالص برای His6 Tagدارای  پپتید از نوترکیب

 در ستون تمایلي کروماتوگرافي طریق از هدف نوترکیب پروتئین

 در این قطعه .اند کرده استفاده ) Ni+2(نیکل  یون با شده شارژ

 شده و اضافه نوترکیب پروتئینN انتهای هیستیدین به شش پپتیدی،

 های پروتئین از بسیاری سازی خالص برای مناسبي بسیار عملکرد

ها بیانگر آن است که گزارش .(Qiagen 2003) داراست نوترکیب

نوترکیب برای تولید آنتي بادی  DNAاستفاده از تکنولوژی 

های گیاهي موجب رفع مشکل عدم خلوص اختصاصي ویروس

ي بادی های ویروسي در هنگام تزریق به منظور تولید آنتنمونه

مشکل تشخیص ویروس  رفع به میتوان جمله گردد که ازمي

GLRaV 2012 ( کرد اشاره نوترکیب هایبادی آنتي از استفاده با  

et al. Beuve et al. 2007; Fajardo et al. 2007; Khan  به .)

سازی ویروس کوتولگي زرد جو دلیل مشکلات موجود در خالص

وس به آوند آبکشي، عدم انتقال که ناشي از محدود بودن این ویر

مکانیکي و غلظت بسیار پایین آن در گیاه میزبان است، پروتئین 

بادی و استفاده از آن برای پوششي این ویروس به منظور تهیه آنتي

 Shamsbakhsh and) بیان شد E. coliمطالعه ویروس، در باکتری 

Symons 2004 پس از گزارش ویروس .)Tuberose mild 

mosaic virus: (TMMV) ( از گل مریمChen and Chang 1998 )

با توجه به اهمیت اقتصادی این گیاه در کشور تایوان، محققان بر 

آن شدند که تمامي گیاهان آلوده به این ویروس را در مزارع 

شناسایي و از بین ببرند. برای رسیدن به این هدف نیاز به تولید 

این پس  بر کیفیت بالا بود. بنا بادی اختصاصي بامقدار زیادی آنتي

 .E از تعیین توالي ژن پروتئین پوششي ویروس، آن را در باکتری

coli بیان و آنتي( 2002بادی برای آن تهیه شد Chen et al. .)

های درختان میوه ویروس کوتولگي آلو یکي از مهمترین ویروس

 دار بوده و غلظت آن در عصاره گیاهي تهیه شده معمولاهسته

این ویروس در طي چند ساعت و در دمای اتاق نیمي  .پایین است

بادی دهد. برای تهیه آنتيزایي خود را از دست مياز توان بیماری

علیه این ویروس نیاز به وجود غلظت مناسبي از ذرات ویروسي 

باشد. با استفاده از تکنیک بیان ژن در باکتری آنتي بادی خالص مي

-et al Abou. 2004ویروس تهیه شد )پلي کلونال علیه این 

javadنزدیک بسیار ویروسي هایگونه تشخیص برای روش (. این 

 به توجه مثال، با عنوان به .است بوده موثر بسیار نیز یکدیگر از

خانواده پوتي  هایویروس از بعضي بین سرولوژیکي همبستگي

سیب  Aسیب زمیني و ویروس  Yویروس، همچون ویروس 

 ویروسي هایپیکره تزریق طریق از شده تهیه سرم يزمیني، آنت

 از این گونه تشخیص به قادر خرگوش همچون حیواناتي به سالم

 پروتئین ژن بیان که حالیست در این نیست. یکدیگر از ویروسها

 و سازیو به دنبال آن خالص E.coliدر باکتری  PVYپوششي 

 آنتي که شد سبب ویروس این برای پلي کلونال بادی آنتي تولید

 جهت تشخیص اختصاصي صورت به شده تولید نوترکیب بادی

 در نوترکیب آنتي بادی از که استفاده شود. زماني PVYهای جدایه

استفاده DAS-ELISA و DBIA، IPTA-ELISAهای  آزمون

 تشخیص به راحتي PVYبه  آلوده زمیني سیب هایگردید، ایزوله

با در  2005در سال  (.Abdel-Salam et al, 2014) شدند داده

ایزوله  PVXدسترس بودن توالي پروتئین پوششي ویروس 

ژن جهت تولید مصری، ژن پروتئین پوششي برای تامین منبع آنتي

(. Soliman et al. 2006) بیان شد E. coliبادی در باکتری آنتي

 pBAD-TOPOبرای این منظور این ژن در پلاسمید بیاني 

باشد که مي 6XHis-tagپلاسمید دارای سازی شد. این همسانه
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های سازی پروتئین نوترکیب توسط ستونبرای خالص

نیز از ژن پروتئین   باشد. در این پروژهکروماتوگرافي مناسب مي

-استفاده و برای خالص pET21aو پلاسمید بیاني  PVXپوششي 

که در انتهای کربوکسیلي قرار دارد، در نظر  Hisسازی دنباله 

 شده است.گرفته 

بادی این تحقیق مقدمه اصلي و ضروری را برای تولید آنتي

فراهم آورد تا در ادامه در قالب یک شرکت دانش  PVXویروس 

های تشخیص آن و تهیه کیت PVXبادی بنیان خط تولید آنتي

ها در سیستم تولید بذر عاری از ویروس فراهم  گردد. این کیت

زمیني و توتون مورد استفاده بزمیني و همچنین در مزارع سیسیب

های تشخیص قرار خواهند گرفت و با در دسترس بودن کیت

PVX تر خواهد شد. در کارزمیني دقیقسیستم تولید بذر سیب-

-ها، معمولا از ویروس خالصبادی ویروسهای قبلي تولید آنتي

بادی سازی شده از گیاه برای تزریق به خرگوش و تولید آنتي

های گیاهي به شد که متاسفانه به خاطر وجود پروتئیناستفاده مي

کرد. بادی تولید شده غیر اختصاصي عمل ميهمراه ویروس، آنتي

-که در دسترس CPو آن هم  PVXدر این تحقیق تنها یک ژن 

ترین پروتئین ویروس و در واقع پروتئین پوششي پیکره آن است 

زریق گردد بصورت خالص در باکتری تولید شد تا به خرگوش ت

تر با اثر غیر اختصاصیت کاهش بادی خالصو زمینه تولید آنتي

 یافته، فراهم گردد.
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