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  دهیچک
 ـدر ناح يقـو  یونید کاتیک پپتین یسیلاکتوفر. شده است یمتنوع یدرمان يهادیها و پپتنید پروتئیب منجر به تولینوترکDNA يفناور -Nه ی

آن  ییایت ضد باکتریخاص یو بررسن توتون ییمو يهاشهین شتر در ریسید لاکتوفریهدف تول ق باین تحقیا .ن استین لاکتوفرینال پروتئیترم
 يساز نهیتوتون به یح کدونیشتر از بانک ژن استخراج و با توجه به ترج نیسیلاکتوفر دیپپت کدکننده ژن ین منظور توالیبد .شده است  انجام

منتقل AR15834 ه یوس Agrobacterium rhizogenesيباکتر بهpBI121 ب یحامل نوترک. دیگرد يهمسانه ساز pBI121یانیب شده ودر حامل
ترانسـژن بـا اسـتفاده از     نییمـو  يها شهیر .قرار گرفت استفاده مورد نییمو يها شهید ریهدف تول با توتون یبرگ يهاز نمونهیح ریتلق يبراو

 يهـا  شهیاز رن یسیلاکتوفر بینوترک دیاستخراج پپت .د قرار گرفتییو تا یبررس مورد نیسید لاکتوفریژن کدکننده پپت یاختصاص يآغازگرها
 .Pseudomonass yringae،Pseudomonas fluorescens ، Pseudomonas syringae pv شـامل   یاهیگ يمارگرهایه بین توتون انجام وعلییمو

Syringae، Erwinia amylovora،Xanthomonascitri وPectobacterium   carotovorum  داده هـا بـا    يز آماریآنال .قرار گرفت یابیمورد ارز
  ..دارد یتوجه  قابل ییایت ضد باکتریشده و خاص  انین بییمو يها شهین در ریسیب لاکتوفرید نوترکینشان داد که پپت MINITABنرم افزار 

  يایت ضد باکتریخاص ،يآگروباکتر ن،ییمو يها شهیب، رینوترک دیپپت ن،یسیلاکتوفر: کلیدواژه

  رازیدانشگاه ش يارشد نگارنده اول، ارائه شده به دانشکده کشاورز ینامه کارشناس انیاز پا یبخش* 
  Niazi@shirazu.ac.ir :یکیمسئول مکاتبات، پست الکترون** 

استاد  ار وی، دانش دانشکده کشاورزي، دانشگاه شیراز يوتکنولوژیارشد، استاد و کارشناس ارشد پژوهشکده ب یآموخته کارشناس دانشترتیب  به. 1
  .دانشکده کشاورزي، دانشگاه شیراز پزشکی بخش گیاه

  
  
  

  



  ... ن شتريسيب لاکتوفريد نوترکيان پپتيفراب: و همكاران اصلاحي
 

 
 

Overexpression of Camel lactoferricin recombinant peptide in tobacco 
hairy roots and study of its antimicrobial activity* 

 
 

N. Eslahi1, A. Niazi1**, F. Aram1, A. Afsharifar1 and S.M. Taghavi1 

 
 (Received: 22.6.2014; Accepted: 19.12.2015)  

 
 

Abstract 
The application of recombinant DNA leads to production of a large number of therapeutic proteins and 
peptides. Lactoferricin, a strong cationic peptide N-terminal region of lactoferrin, is produced by a protein-
digesting enzyme pepsin. So, this project was done to produce lactoferricin of camel in hairy roots of tobacco 
and investigate its antibacterial effect. For this reason camel lactoferricin peptide gene sequence was 
extracted from gene bank and after optimization of codon usage synthesized artificially. The mentioned 
sequence was subcloned into pBI121expression vector. The recombinant pBI121 vector was transferred to 
Agrobacterium rhizogenes bacterium and then was used to produce hairy roots.  Hairy roots was evaluated 
and proved by specific primers of gene which coded lactoferricin peptide. Recombinant peptide of 
lactoferricin was extracted from hairy roots and evaluated against plant pathogenic bacteria including 
Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas syringae pv. syringae, Erwinia amylovora, 
Xanthomonas citri, Pectobacterium carotovorum by disk diffusion method. The results showed that this 
peptide was expressed in hairy roots and has significant antibacterial effect. 
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  مقدمه

 بـر  يکشـاورز  ازمحصـولات  ايعمـده  بخـش  سـالانه 

 يهـا يباکتر. روندیم نیب از یاهیگ ییایهاي باکترماريیاثرب
ایجاد لکـه برگـی و سـوختگی    اغلب باعث  یاهیمارگر گیب

، يا رهی ـهاي ذخریشه و اندامهاي نرم میوه، برگ، پوسیدگی
، لکـه سـیاه، شـانکر و غیـره در     يرعادیها، رشد غپژمردگی

با توجه بـه گسـترش   ). Bradbury 1986( شوندیاهان میگ
 يهـا جـاد روش یهـا، ا  کی ـوتیب یکننده مقاومت به آنت نگران

 یاهان زراع ـیمارگر گیب يهاکروبید در برابر میمقابله جد
 يریکـارگ  بـه . .)Krystyna et al. 2011( اسـت  يضـرور 

 امکـان  مـدرن  يفناور ستیز و کیژنت یمهندس راهکارهاي

 ـجد  بتواننـد  تـا  اسـت  محققـان قـرارداده   اری ـرادراخت ديی

 بهبود و کشاورزي محصولات یفیو ک یکم ارتقاي موجبات

 ـهـارا از طر آن یهاي زراع ـیژگیو هـا و  نید پـروتئ ی ـق تولی
 Krystyna( آورنـد  فراهم بینوترک یکروبیضدم يدهایپپت

et al. 2011(.هـاي  در سیسـتم را یمختلف ـ يهـا  ژن توان یم
ین بیشـتر  بـا تعیـین سیسـتمی   بنابراین ، کردگوناگونی بیان 

یـک  .است امري ضروري ترکیبنوهاي تولید پروتئین بازده
مواد زیسـتی  بتواند وترکیب باید نپروتئین  کننده انیبسیستم 

و کمترین هزینـه  1ایمنی را با بیشترین فعالیت بیولوژیکی و
ــد ــد کن ــارچ ).Demain &Vaishnav2009( تولی ــاق  يه

 يهـا نید پـروتئ یتول يبرا يقو يهاستمیس ازجمله يا رشته
کودرمــا، یلوس، تریآســپرژ ب هســتند، کــه شــاملیــنوترک
وم یلیســ یمختلــف پنــ يهــان گونــهیزوپــوس و همچنــیر
و پـاتوژن پسـتانداران    هـا قـارچ  کـه  ییازآنجا یول .شوند یم
سـتم مناسـب   یس عنوان به توان ینم هااز آنباشند، یاهان میگ
ــرا ــتول يب ــروتئی ــانید پ ــنوترک يه ــودی ــتفاده نم  ب اس

)Schillberg et al. 2002( .ستمیپژوهشگران به س نیبنابرا-

                                                      
1Safety 

 يبا ظهور تکنولوژ. آوردند ياهان رویمانند گ يگرید يها
 DNAان یب يهاستمی، سيلادیم 80ب در اواخر دهه ینوترک

ارزشـمند   يهـا نید پروتئیابداع شدند که قادر به تول یاهیگ
د یتول ياین مزایتر مهماز  ).Schillberg et al. 2002(بودند 
توان به  یم یاهیان گیب يهاستمیب در سینوترک يهانیپروتئ
، یصـنعت  يهـا سـتم یها نسبت به سد آنیبودن تول ياقتصاد
د ی، تولیعیفعال و مشابه شکل طب یستیز يهاد فراوردهیتول
ن عـدم  یشتر و همچن ـیب يداریب و پاین نوترکیپروتئ يبالا

 .Daniel et al(اشاره کرد  یاز آلودگ یوجود خطرات ناش

، انتقـال  مناسـب  یاهی ـان گی ـب يهـا ستمیسیکی از  .)2001
ن بـا  ییشه مویجاد ریو ا یهاي گیاهخاص به سلول يها ژن

 ین نـوع ییشه مویر. بافت استهاي کشت استفاده از روش
 ـاست کـه توسـط    یاهیگ يماریب  یگـرم منف ـ  يک بـاکتر ی

-شـه یر. شودیجادمیا2زوژنزیوم رایآگروباکتربه نام  يخاکز

رشـد و ثبـات    ين بـاکتر یا لهیوس به شده دیتولن ییمو يها
شه یانتقال ژن به ر. )Hu & Du 2006(دارند  ییبالا یکیژنت
 ـتواند باعث پایم  يهـا تی ـد متابولی ـو گسـترش تول  يداری
 ـثانو  ;Rhodes et al. 1990;Merkliet al. 1997(ه شـود  ی

Kittipongpatana et al. 1998.( د سـه  ی ـستم با تولین سیا
، 3ییایــلانــاز باکتریب شــامل زایــد نوترکیــشــکل فعــال پپت

شه یاز ر 5ین فسفاتاز انسانیو آلکال 4ن فلورسنت سبزیپروتئ
 Gaume(شـد   معتبر شناختهاهان توتون و تنباکو ین گییمو

etal. 2003.(  عنـوان  بهن را ییمو يهاشهیر توان یمن یبنابرا 
ب بـه شـمار   ی ـنوترک يهادید پپتیتول يبرا کارآمد یستمیس

  . آورد
 یکروبیضـدم  يدهای ـاز پپت ياریگذشته بس ـ يهادر دهه

 کشـف  زا يمـار یببا تلاش محققـان در مبـارزه بـا عوامـل     

                                                      
2Agrobacterium rhizogenes 
2 Bacterial xylanaze 
4 GFP 
5 SEAP 
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ف ی ـشـوند و از ط یافت م ـیعت یدها در طبین پپتیا. اند شده 
 يدهای ـ، پپتنـد یآ یم ـ بـه دسـت  از موجودات زنـده   یعیوس
-یم ـ نهیدآمیاس ـ 50تـا   12معمولاٌ متشکل از  یکروبیضدم

 به یپرسلولها و موجودات سمیکروارگانیباشند که توسط م
. شـوند یزبان سنتز میم یدفاع يها سمیمکاناز  یبخش عنوان 
زبان عمل خود را یبه م يا صدمه گونه چیهدها بدون ین پپتیا

 ـ يتفـاوت سـاختار   درواقـع دهند کـه  یانجام م ن سـلول  یب
-یم ـ ين روندیجاد چنیزبان و غشاء سلول هدف باعث ایم

دها به ین پپتیا ینشیت گزیدر فعال یاساسک نقش یشود و 
 ـآ یم ـشـمار    ـا). González-Chávez et al. 2009( دی ن ی
-یساخته م یبوزومیو ر یبوزومیر ریغق یبه دو طر دهایپپت

و  شـوند  یم ـد یتول ها يباکترتوسط  عمدتاًگروه اول . شوند
شــوند ید مــیــتوســط تمــام موجــودات زنــده تول يگــرید
)González-Chávez et al. 2009.(  د ی ـتول کـه  يطـور  بـه
در پوست قورباغه و بـدن حشـرات    یکروبیضدم يهادیپپت

 Wang et al. 2008; Zasloff(ده اسـت  یبـه اثبـات رس ـ  

1987;Cherry& Silverman 2006; Lemaitre & 
Hoffmann2007(. یکروب با توالید ضدمیپپت 38ن یهمچن 

، HBD1-3( ن در انسانیو ساختار متفاوت در گاو و همچن
LL37،HNP1 ( کشف شده است)Hancock & Diamond 

2000; Tollin et al.2003 .( ـعلاوه بـر ا  هـا و  ن، آنـالوگ ی
 يبر اساس الگـو  یکروبیضدم يدهایپپت یمشتقات مصنوع

از  یک ـین یلاکتوفر.اند دشدهیتولت یبا موفق یعیطب يدهایپپت
ن متصل یکوپروتئیک گلیو  یکروبیبات ضدمیترک نیتر مهم

 80 ین بـا وزن مولکـول  یشونده به آهن از خانواده ترانسفر
 ير گـاو جداسـاز  ین بار از ش ـیباشد که اول یلو دالتون میک

ــد ــده )Sorensen & Sorensen1939( ش ــا و در غ  يه
-Gonzalez(ز وجـود دارد  ی، اشک، بزاق و مخاط نیترشح

Chavez et al. 2009; Levay et al. 1995; Adlerova et 
al.2008 .(ن نـام  یسین، لاکتوفرین لاکتوفریاز پروتئ یسمتق
اسـت کـه در    یونیکات يقو یکروبیضدمد یپپتک یدارد که 

 Bellamy et(ن قرار دارد ین لاکتوفرینال پروتئیترمNه یناح

al. 1993.( يدهای ـبه گروه پپت يادیشباهت زن یسیلاکتوفر 
کـه پـس از    داردmagainin و  cecropins ازجمله یونیکات

ن موجـود در معـده پسـتانداران از    یم پپسیهضم توسط آنز
 يتر يقو یکروبیضدمو خواص  دیآ یم به دستن یلاکتوفر

 عنوان  بهو ) Chonget al. 2000(ن دارد ینسبت به لاکتوفر
 ـ یمنیستم ایاز س یجزئ  ـ هسـت مطـرح   یذات ن سـد  یو اول
دامنـه  ن یسیلاکتوفر. است یکروبیدر برابر حملات م یدفاع
ضـد   يهـا  تی ـفعالماننـد   یسـت یز يهـا تی ـاز فعال یعیوس

، ی، ضــد ســرطانیروســیو ضــد، ییایــ، ضــد باکتریقــارچ
، یمن ـیسـتم ا یم سی، ضد درد، تنظیالتهاب ضد، یدانیاکس یآنت
 Gifford( استل رشد سلول را دارا یان ژن و تعدیم بیتنظ

et al. 2005( . بـر اثـرات ضـد     یمبن ـ یتـوجه  شواهد قابل
دسـت   بـه   یشگاهیآزما يهاافتهین در یسیلاکتوفر یکروبیم
 يهـا ياز بـاکتر  یعیف وسید در برابر طین پپتیا. آمده است 

 Eliassen etدهـد  یو گرم مثبت مقاومت نشان م یگرم منف

al. 2002; Ueta et al. 2001; Vorland et al. 1999)  .(
ن در یس ـیمطالعات صورت گرفته در مـورد کـاربرد لاکتوفر  

 ـو جـانوران نشـان داده اسـت کـه ا     انسان د اثـرات  ی ـن پپتی
 يهـا  يمـار یبو درمان  يریشگیبر حفظ سلامت و پ يدیمف

 ـتغذو  يد رشـد ین اثرات مفیمختلف و همچن داشـته   يا هی
 .Adlerova et al. 2008; González-Chávez et al(است 

2009; Kreig et al. 1995 .( بـا   هـا  یبررس ـشـتر  یتـاکنون ب
بـا توجـه    یاست، ول شده انجامن گاو یسیاستفاده از لاکتوفر

ن شـتر در  یلاکتـوفر  یکروبیضـدم  يت قـو ی ـبه اثبـات فعال 
 & Liao et al. 2012; Rel- Redwan(مختلف  يهایبررس

Tabll 2007; Sayed et al. 1992 ( جهـت   یتـاکنون تلاش ـ
ــ، توليجداســـاز ــیـ ــفعال ید و بررسـ  یکروبیضـــدمت یـ
 ـهـدف از ا . است نشده  انجامر ن شتیسیلاکتوفر  قی ـن تحقی

اه توتـون ی ـن شتر بـه گ یسید لاکتوفریانتقال ژن کدکننده پپت
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 Lac یاختصاص يها-آغازگر-1جدول

Table 1. Lacspecific primers 
Primer sequence (5’3’) Primer lenght Annealing 

tempreture 
Ta (0c) 

Primer name 

CATTAGGTCTCTGTCTTG 18bp 45 F-Lac 
CTCTCACTTTCTTCATCC 18bp 45 R-Lac 

  
منظـور   ب به ید نوترکید پپتین و تولییشه مویجاد ریباهدف ا
 یاهی ـگ يمارگرهـا یه بیآن عل ییایت ضد باکتریفعال یبررس
  .است

  یروش بررس
  نیسیژن لاکتوفر يهمسانه ساز

 یاسـاس تـوال  ن شـتر بـر   یس ـیمتنـاظر بـا لاکتوفر   یتوال
 ـاز بانک ژن استخراج گرد) AJ131674(ن شتر یلاکتوفر د ی

 ـیم ت ضدیخاصو متنـاظر بـا    شـده  ییشناسـا  یتـوال  یکروب
 .CAMP )http://www.camp تین شتر در سایسیلاکتوفر

bicnirrh.res.in (کدون ها  يساز نهیبهسپس . شد ینیب شیپ
ــرج   ــاس تــ ــر اســ ــدونیبــ ــگ یح کــ ــون یــ اه توتــ

)NicotianatabacumL. ( ت یبا استفاده از سـا Genscript 
)http://www.genscript.com /codon_opt.html(  صورت
 يلازم بـرا  ین، تـوال یس ـیلاکتوفر یعلاوه بر تـوال . رفتیپذ
در ابتـدا   SacIو BamHI یبرش يهامیجاد محل برش آنزیا

 ین توالیهمچن. شده، قرار داده شدند یطراح یتوال يو انتها
ــزاك  ــدا، )Kozak1987(ک ــوال يدر ابت ــیلاکتوفر یت ن یس

 مـورد  یو تـوال ) 1شکل ( ان قرار گرفتیش بیافزا منظور به
 کانـادا  Biomatikتوسـط شـرکت    یمصنوع صورت  به نظر

 pBI121(Clontech)ان یـــدر ناقـــل بســـاخته شـــد و  
 ـگرد يسـاز  همسانه  pBI121-LfcinCو تحـت عنـوان    د ی

 .دیارسال گرد

 ـانتقال ناقـل ب   يهـا کلـون  ییو شناسـا  يان بـه بـاکتر  ی
  بینوترک

 يبراDH5α ه یسوE,coli  يمستعد باکتر ياز سلول ها
بــــا 7ونیالکتروپوراســــ روش بــــه6ونیترانسفورماســــ

و ســپس  ســتفاده شــدا  ™GenePulser  Xcellدســتگاه
 جامـد  LB8یط انتخابیمح يشده رو ترانسفورم يهايباکتر
گـرم بـر    یل ـیم 50ن با غلظت یسیک کانامایوتیب یآنت يحاو
ن یسیلاکتوفر یتوال وجودد یتائ منظور  به. تر قرار داده شدیل

 يهاآغازگر ازاستفاده با  مرازیپل يا رهیواکنش زنج ،هاآندر 
 .انجام شد) 1جدول (ن یسیلاکتوفر یاختصاص

  یمیدو هضم آنزیاستخراج پلاسم

بـه   ها مثبت بودآن PCRکه  ییهايباکتراز  LBع یماکشت 
روش بـا اسـتفاده از    انجام شد و سپس روز شبانهک یمدت 
د استخراج شـد  یپلاسم )Kotchoni et al. 2003( ییایزقلیل

 BamHI  وSacI م یبا دو آنـز  در دو مرحله یمیو هضم آنز
انجـام   گـراد  یدرجه سانت 37 يو در دمابه مدت دو ساعت 

% 2ژل آگـارز   يرو یمیت محصول هضم آنزیشد و در نها
 Gel الکتروفــــــورز بــــــرده و بــــــا دســــــتگاه

DocumentationمدلGene Flash   شرکت Aran Tjhiz از
 .شد يبردار عکسژل 

                                                      
6Transformation 
7 Electroporation 
8Lauria and Bertani 
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  pBI121-LfcinCوکتور  یکینقشه ژنت -1شکل 

Fig.1.The genetic map of pBI121-LfcinC vector 
  

  یاهیمواد گ

 Xanthiرقـم  ) L.Nicotiana tabacum( توتون يبذرها
 ـپوکلریه μL300(نده یقه درمحلـول شـو  یدق 10مدت به ت ی

ــونیتر μL6، %5م یســـد ــر μL700و  9X100تـ  )آب مقطـ
شوند و سپس پـنج بـار بـا آب     یور شده تا ضدعفون غوطه

 يدار بـر رو  صـورت فاصـله    بـذرها بـه  . مقطر شسته شدند
ار داده و در قـر  MS (Murashige & Skoog 1962)ط یمح
 ـ 25 يلوکس و در دمـا  1000 يط نوریشرا درجـه   28 یال
 ینمونـه برگ ـ . شـدند  يگراد در اتاق کشـت نگهـدار   یسانت

هـا  بـرگ . ه شدین بذور تهیافته از ایاهان رشد یسترون از گ
 ـدر عرض به فواصل  بـرش داده شـدند،    يمتـر  یک سـانت ی
 زوژنـز یرا ومیآگروبـاکتر  يح باکتریع تلقیسپس به درون ما

ن یس ـید لاکتوفری ـژن پپت يب حـاو ینوترکAR15834 ه یسو
آلـوده بـه    يهابرگ. قه تکان داده شدندیدق 10تا  5منتقل و 

                                                      
9Triton X-100 

سـترون قـرار داده شـدند تـا      یکاغذ صـاف  يبر رو يباکتر
بـدون  MS یط هـم کشـت  یمح ـ يخشک شـوند، سـپس رو  

سـطح   کـه  يطـور  بهشدند  قرار داده کیوتیب یآنتهورمون و 
 یهـم کشـت   .ط کشت قرار گرفتیمح يبرگ بر رو یفوقان

 26تـا   22 يدر دمـا  یکیط تاریروز در شرا 3تا  2به مدت 
ط یها به مح ـ زنمونهیگراد انجام شد و سپس ر یدرجه سانت
تـر و  یبـر ل  گرم یلیم 50ن با غلظت یسیکاناما يحاو یانتخاب

-شـه یا رالق يتر برایبر ل گرم یلیم 300م باغلظت یسفوتاکس

هـا  ها، نمونـه شهیل ریتا زمان تشک. ن منتقل شدندییمو يها
 ـجد یط انتخـاب یمرتب در مح ـ طور به کنتـرل   منظـور  بـه د ی

 ,Tempe & Casse-Delbart( وم واکشت شدندیآگروباکتر

2012(.  

  یتراژندیتائو  یژنوم DNAستخراجا

 اسـتخراج   ن،یسید لاکتوفریوجود ژن پپت دیتائ منظور  به
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DNA روش ن بـــه ییمـــو يهـــا شـــهیرازCTAB  انجـــام
بـا   سپس قطعـه مـورد نظـر    ).Gawel & Jarret.,1991(شد

از ) 1جدول (ن یسیلاکتوفر دیژن پپت یاختصاص يهاآغازگر
ــوم DNA يرو محصــول واکــنش  ســپس و انجــام یژن
  .شد يبار گذار٪1ژل آگارز  يرومراز یپل يا رهیزنج

  cDNAو سنتز RNAاستخراج 

ن، اسـتخراج  یس ـید لاکتوفری ـان ژن پپتی ـب دیتائ منظور  به
RNA    سـت  یت دنازی ـمطـابق بـاروش ک)Column RNA 

Isolation kit I ( ــاانجــام و  DNaseI میآنــز اســتفاده از ب
 ؛ وحذف شد یژنوم یآلودگ) Thermoscientificشرکت (

شــرکت ( cDNA synthetaseسـپس بــا اســتفاده از کیـت   
Thermoscientific (مــــر یو پراOligodT ســـــاخت 

cDNAرفتیصورت پذ. 

 cDNAبا استفاده از  مرازیپل يا رهیواکنش زنج

در  نیس ـید لاکتوفری ـان ژن پپتی ـحضـور و ب  دی ـتائ يبرا
، واکــنش ن پــژوهشیــدر ا دشــدهیتولتــراژن  يهــا شــهیر
 1تـر شـامل   یکرولیم 20 ییدر حجم نهـا مراز یپل يا رهیزنج
از هــر ) کــو مــولیپ 10از اســتوك بــا غلظــت (تــر یکرولیم

تـر  یکرولیم 5/0ن، یس ـیدلاکتوفریژن پپت یاختصاص ـ آغازگر
(10mM) dNTPs ،2 10تـر یکرولیمX PCR Buffer ،75/0 

ــریکرولیم ــر یکرولیم Mgcl2 ،1 (2.5Mm)ت  cDNA ،25/0ت
 5/13و  Taq DNA polymerase(5u/ µl)م یتر آنزیکرولیم
 1ر در ی ـتکث منظـور  بـه حجم کـل   .انجام شدتر آب یکرولیم
 35 قـه، یدق 5بـه مـدت    گـراد  یسانتدرجه  94 ییکل دمایس
 45قـه،  یدق 1بـه مـدت    گـراد  یسانتدرجه  94کل شامل یس

 گـراد  یسـانت درجه  72قه و یدق 1به مدت  گراد یسانتدرجه 
درجـه   72قـه در  یدق 10کل یس 1تاً یه و نهایثان 20به مدت 

  .قرار داده شد گراد یسانت

  نیاستخراج پروتئ

همکـاران  و  استون شن با استفاده از رویاستخراج پروتئ
)Stone& Gifford., 1997 (ن یغلظـت پـروتئ   .دیانجام گرد

 Bradford(همکاران  و Bradfordبه روش   شده  استخراج

et al. 1976( گراد یسانتدرجه  -20 يو در دما يریگ اندازه 
  .شد ينگهدار

  یکروبیضدمت یش فعالیآزما

 دشـده یتولب ینوترک نیسیلاکتوفر ییایت ضد باکتریفعال
 يشـه هـا  یاز رن کـل  یت پـروتئ ی ـفعال یبا استفاده از بررس

نـام  (  یاهی ـگ يهـا  سـم یکروارگانیم هی ـعل ختین ترارییمو
ش در نمـودار آورده شـده   یمورد آزما يسم هایکروارگانیم

 )Bayer et al. 1966( یسـک یبـا روش انتشـار د   )اسـت 

مـوردنظر   يها سمیکروارگانین منظور میبد .شد يریگ اندازه
و بـه  ند رشد داده شـد ع یما LBط یدر مح /.=4OD600nm تا
 LBط کشـت  یاز مح ـ تـر یل یل ـیم 50تر به یکرولیم 50زان یم

 يپتر 3و در  ندن آمده بود اضافه شدییآن پا يجامد که دما
آن  يهـا رو  سکید ،طیمح بستنبعد از . ندخته شدیش رید

از تـر یکرولیم 80و  60، 40، 20زان ی ـقرار داده شـده و بـه م  
 تـر یلیلیگرم بر میلیم 55/0با غلظت  شده ن استخراجیپروتئ
قـه در  یدق 30هـا بـه مـدت     شید يپتر. ها افزوده شدبه آن
سک و سـپس بـه   ین در دیت پروتئیتثب يدرجه برا 4 يدما

رشـــد  يدرجـــه بـــرا 37 يســـاعت در دمـــا 15مـــدت 
ت یــزان فعالیــم. شــدند يهــا نگهــدار  ســمیکروارگانیم

 عـدم رشـد   هالـه  قطـر   يریگ ن با اندازهیپروتئ یکروبیضدم
ن یــا. دیــگرد یبررســهــا  ســکیدر اطــراف د جــاد شــدهیا
 يهـا يها و باکتر ون قارچیها از مرکز کلکس سمیکروارگانیم
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 ـنوترک يهـا  یکلـون  PCRد اسـتخراج شـده و   یپلاسـم  یمید، هضم آنزیاستخراج پلاسم ينقوش الکتروفورز-2شکل نقـوش  : الـف -بی

نشـانگر   Mاستخراج شـده، چاهـک   يهادیپلاسم – 3 -2 -1:از چپ به راستA.rhizogenes  ياز باکترد یاستخراج پلاسم يالکتروفورز
 چاهک:از چپ به راست یمیواکنش حاصل از هضم آنز ينقوش الکتروفورز: ب. Thermoscientificشرکت  يجفت باز 100 یمولکول

M شرکت  يجفت باز 100 ینشانگر مولکولThermoscientificمثبت بـا قطعـه    يها یکلن 4و  3، چاهک یمنف يها یکلن -2و  1، چاهک
هـاي  کلـونی  PCRنقـوش الکتروفـورزي محصـول    : ج. عنوان کنتـرل  د هضم نشده بهیپلاسم -5، چاهکیمیاز هضم آنز یآزاد شده ناش

 ـ  pBI121-Lfcinداراي سـازه  A.rhizogene نوترکیـب   شـرکت   يجفـت بـاز   100 ینشـانگر مولکـول  M چاهـک : ه راسـت از چـپ ب
Thermoscientificـژن پپت يحـاو  يبـاکتر (کنترل مثبت  -2ن، چاهکیسیلاکتوفر یآغازگر اختصاص يجفت باز 110باند  -1، چاهک  د ی

 )آب(یکنترل منف –3، چاهک)نیسیلاکتوفر
Fig2-electrophoresis patterns of extracted plasmid,enzyme digestion reaction and PCR product from 
recombinant colonies. a:electrophoresis patterns of extracted plasmid from A.rhizogenes from left to right.1,2,3- 
extracted plasmid, M- 100bp ladder (Thermoscientific). b: electrophoresis patterns of enzyme digestion reaction 
from left to right. M- 100bp ladder (Thermoscientific),1 and 2- negative colonies, 3 and 4positive colonies or 
fragment caused by enzyme digestion, 5- Undigested plasmid as control. c: electrophoresis pattern of PCR 
product from recombinant colonies of A.rhizogenes containingpBI121-Lfcin construct from left to right. M- 
100bp ladder (Thermoscientific), 1- 110 bp bound of lactoferricin specific peimer, 2- positive control (Bacteria 
containing lactoferricin), 3 – negative control (water). 

  

 یپزشک اهیگبخش  یشناس يشگاه باکتریران و آزمایا یصنعت
لازم به ذکر است در ). 1نمودار (ه شدند یراز تهیدانشگاه ش

کنتـرل مثبـت و    عنـوان  بـه ن یسیسک جنتاماین پژوهش دیا
کنتـرل   عنـوان   بـه ر تراژن یشه غیاز ر شده استخراجن یپروتئ
  .در نظر گرفته شدند یمنف

  هاداده يزآماریآنال

سـه  ی، مقاMINITAB افـزار  نـرم هـا بـا   داده يز آماریآنال
 ـدر قالـب فاکتور  یتصادف کاملاًطرح ها با  نیانگیم  4بـا   لی
د یتولب ین نوترکیتر پروتئیکرولیم 80 و 60، 40 ،20( ماریت

تکـرار و   3 در )تـر یلیل ـیگرم بر میلیم 55/0شده با غلظت 
  .اکسل انجام شد افزار نرمها با نمودار رسم

  ج و بحثینتا
 شـده بـا اسـتفاده از    یسـازه طراح ـ  يسـاز  صحت همسانه
 يم هـا یآن توسـط آنـز   یمید و هضم آنزیاستخراج پلاسم

Bam HI  وSac I    مـراز بـا   یپل يا رهی ـزنجو انجـام واکـنش
 ن بـا مشـاهده  یس ـید لاکتوفریژن پپت یاختصاص يهاآغازگر
ژل آگـارز بـه اثبـات     يرونظر مورد يبازجفت  110قطعه 
  ).الف، ب، ج -2شکل (د یرس
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اسـتخراج   DNA از PCRمحصول  ينقوش الکتروفورز -3شکل 

ــه راســتییشــه مــویشــده از ر ــراژن از چــپ ب نشــانگر M:ن ت
 -1، چاهــکThermoscientificجفــت ازشــرکت 100یمولکــول
ژن  يحاو يباکتر -2، چاهک)یکنترل منف(ر تراژن یشه غینمونه ر

شـه تـراژن   ینمونـه ر  -3، چاهک)کنترل مثبت(ن یسید لاکتوفریپپت
 .نیسیلاکتوفر يجفت باز 110باند  يحاو

Fig3. Electrophoresis patterns of PCR product from 
extracted DNA of transgenic hairy root from left to 
right. M- 100bp ladder (Thermoscientific), 1- non 
transgenic hairy root (negative control), 2- transgenic 
hairy root containing lactoferricin. 3- Bacteria 
containing lactoferricin (Positive control). 

  

  
د یپپت یهاي اختصاصبا پرایمر PCRنقوش الکتروفورزي  -4شکل 

: چپ بـه راسـت  از cDNAن جهت اطمینان از صحت یسیلاکتوفر
M جفت بازیشـرکت   100 ینشانگر مولکولThermoscientific ،

 ـید لاکتوفریژن پپت يحاو يباکتر -1چاهک  ) کنتـرل مثبـت  (ن یس
 ـ   يجفت باز 110باند  -2چاهک   یحاصـل از آغـازگر اختصاص
 )ر تراژنیشه غینمونه ر( یکنترل منف -3ن، چاهک یسیلاکتوفر

Fig4.electrophoresis patterns of PCR product by 
lactoferricin specific primers for confidence of cDNA 
correctness from left to right: M- 100bp ladder 
(Thermoscientific), 1- Bacteria containing 
lactoferricin (Positive control), 2- Band of 110 bp 
specific primers Lactoferricin, 3- non transgenic 
hairy root (negative control) 

  
 يه بـاکتر ین شتر بر علیسیلاکتوفر یکروبیضدمش یآزما -5شکل 

P.carotovorum  
Fig 5.Antimicrobial test of Camel lactoferricin 
against P. carotovorum 

  
ــ ــزنجن واکــنش یهمچن ــر رویپل يا رهی  DNA يمــراز ب

 يهاخت با آغازگرین ترارییمو يشه هایاستخراج شده از ر
 بـه دسـت  ن و الکتروفورز محصـول  یسیلاکتوفر یاختصاص

د ی ـتائرا مـورد  مـوردنظر  يجفت باز 110آمده وجود قطعه 
 ).3شکل (قرار داد 

ب، ی ـنوترک يهانید پروتئیند انتقال ژن جهت تولیدر فرآ
 ـ یح کدونیترج  ییت بـالا ی ـمختلـف ازاهم  يهـا  ن گونـه یب

ــبرخــوردار اســت و موفق ــان و تولیــت با شکســیــت ی د ی
ن مورد وابسـته  یبه ا يادیب تا حدود زینوترک يهانیپروتئ
 یتـوال  شـده  انجـام در پـژوهش  ). Kang et al.2004( است

اه ی ـگ یح کـدون ین شتر بر اساس تـرج یسیمتناظر با لاکتوفر
ان ی ـب؛ وشـد  يسـاز  نهیبه ).Nicotiana tabacum L( توتون

-RT ن تـراژن بـا روش   ییمـو  يها شهیرسازه موردنظر در 

PCR  د یــژن پپت یاختصاصــ يبــا اســتفاده از آغازگرهــا
د ی ـپپت یکروبیت ضدمیفعال ین بررسین و همچنیسیلاکتوفر
  ).4شکل (د یبه اثبات رس د شده،یتول
ن یپـروتئ  یکروبیت ضـدم ی ـفعال یابیج حاصل از ارزینتا

اثـر ضـد   تـراژن نشـان دهنـده     يها شهیاستخراج شده از ر
ن نســبت بــه نمونــه کنتــرل یســیلاکتوفر يبــالا یکروبــیم
ز ی ـو ن) ر تـراژن ی ـشـه غ ین استخراج شـده از ر یپروتئ(یمنف
 ).5شکل ( عنوان کنترل مثبت بود ن بهیسیجنتاما کیوتیب یآنت
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ــال ــز تجزیآن ــه واری ــای ــر   يانس داده ه ــه اث ــوط ب مرب
جـدول نشـان   (نیسیب لاکتوفرین نوترکیپروتئ یکروبیضدم
دار در سـطح   ینشان دهنده اختلاف معن ـ) نشده استداده 

د شـده بـا   یب تولین نوترکیمختلف پروتئ يمارهایان تیم1%
يدر مورد باکتر .باشد یش میمورد آزما يباکتر يه هایسو
 P.florescens،E.amylovora ، P.syringae يهـــا

ن یتــر پــروتئیکرولیم 20مــار یت P.syringaepv syringaeو
ــنوترک ــا غلظــت ب ی ــیم 55/0ب ــر میل ــرم ب ــیگ ــر تریلیل اث

نسبت به کنتـرل مثبـت نشـان داد و در     يکمتر یبازدارندگ
تر و کنترل مثبت اثر یکرولیم 20مار یت X. citri يمورد باکتر
ــدگ ــانی یبازدارن  ــ یکس ــد، همچن ــان دادن ــورد ینش ن در م

 یتر اختلاف معنیکرولیم 20مار یت  P.carotovorumيباکتر
مـار  یدر ت). 1نمـودار ( نسبت به کنترل مثبت نشان داد يدار
گـرم  یل ـیم 55/0ب با غلظـت  ین نوترکیتر پروتئیکرولیم 40
ر از ی ـش بـه غ یمـورد آزمـا   يهـا يهمـه بـاکتر   ،تریلیلیبر م

P.syringae  و E.amylovoraنسـبت   يدار یاختلاف معن ـ
و  60 يمارهـا یدر ت .)1نمـودار ( به کنترل مثبت نشان دادند

ن بـا غلظـت   یس ـیب لاکتوفری ـن نوترکیتر پـروتئ یکرولیم 80
نسـبت بـه    يدار یاختلاف معن ،تریلیلیگرم بر میلیم 55/0

مـورد   یاهی ـگ يهـا مـارگر یب یکنترل مثبت در مـورد تمـام  
 یاستنباط م ـ 1همانگونه که از نمودار . ش مشاهده شدیآزما

 يجـــنس ســـودوموناس و بـــاکتر يهـــا يبـــاکترشـــود 
P.carotovorum ت ین حساس ـیشـتر ین و بیکمتر بیبه ترت

ــا اثــر  ــیم ضــدرا در مواجهــه ب ب یــن نوترکیپــروتئ یکروب
  .ن نشان دادندیسیلاکتوفر
 ـیم ضـد بـات  یدر مواجهه بـا ترک  یکل طور  به دو  یکروب

ک نوع یشود،  یده میها د يباکترت در ینوع واکنش حساس
 يمـار، بـاکتر  یبوده که پـس از برداشـتن ت   یت موقتیحساس

ن حالـت در  یا ،گرددیه خود باز میت اولیبلافاصله به وضع
ن مشـاهده  یم و لاکتـوفر یزوزین، لیسیمانند ن یباتیمورد ترک

ت یگـر حساس ـ ینـوع د ). Hauben et al. 1996(گـردد  یم ـ
 ـن دیس ـیمداوم و ماندگار است که در پاسخ بـه لاکتوفر  ده ی

همانگونـه  ). Garcia-Graellesetal 1998-2000(شود،  یم
 يدهایــن از گــروه پپتیســید لاکتوفریــکــه عنــوان گرد 

 )Tomita et al. 2009( باشد یم یونیکات يقو یکروبیضدم
 یتوپلاسـم یس ير بر غشایخود را با تاث یکروبیم ضدکه اثر 
 ـلا یثبـات  یجاد خلل و فرج در غشاء، بیق ایاز طر  يه هـا ی
 دینما یاعمال م يون غشاء باکتریزاسیمریز دپلیو ن ییغشا

)Ulratne et al. 2001 .(ــفعال یبررســ  یکروبیضــدمت ی
تـاکنون   یاهی ـمـارگر گ یب يهـا  يه باکترین بر علیسیلاکتوفر

ه ی ـن گـاو بـر عل  یسیلاکتوفر ییایتنها در مورد اثر ضد باکتر
، Xanthomonas campestris pv. phaseoli يهـا  يبـاکتر 

Ralstonia solanacearum  وPseudomonas.syringae 

pv.phaseolicola ضـد کـه اثـر    يطـور   بـه است  شده انجام 
 Fukuta)( ده استین گاو به اثبات رسیسیلاکتوفر یکروبیم

et al. 2012 .ز همانگونـه کـه ملاحظـه    ی ـن پژوهش نیدر ا
 يهـا  شـه یرد شـده در  ی ـب تولی ـن نوترکیسید لاکتوفریگرد
را در مهــار   ییبــالا یکروبیضــدم ن توتــون اثــر  ییمــو
گـر بـر   ید يدیش در آوردکه تائیبه نما یاهیگ يمارگرهایب

 ـا یکروبیضـدم گذشته در مـورد اثـر    يافته هایصحت  ن ی
مطالعـات گونـاگون    یگـر ط ـ ید ياز سـو . باشـد  ید میپپت
ن یسه با لاکتـوفر ین در مقایسیلاکتوفر یکروبیت ضدمیفعال
ــر رویســیو ن ــاکتر ين ب   Pseudomonas.fluorescensيب

)Masschalcket al.2001 (ــو ن ــز پپتی ــدمد ی  یکروبیض

 قـرار  یموردبررس) Shiva-1 )Zhang et al. 1998یمصنوع
.ده اسـت یتـر آن بـه اثبـات رس ـ    يگرفته اسـت و اثـر قـو   
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ب یبه ترت.یاهیمارگر گیب يها يباکترن بر یسیب لاکتوفرین نوترکیترپروتئیکرولیم 80و  60، 40، 20مار یسه اثر کنترل مثبت وتیمقا -1نمودار

 ـن نوترکیتـر پـروتئ  یکرولیم 80مـار  ی، ت60مـار  ی، ت40مـار  ی، ت20مار ی، ت)نیسیجنتاما( هر ستون از سمت چپ کنترل مثبت ب بـا غلظـت   ی
 .تریل یلیمگرم بر  یلیم55/0

Diagram 1. Comparison of positive control effect anddifferent levels of lactoferricin protein treatment (20,40,60 
and 80 micro liter) on plant pathogenic bacteria The left column of the positive control (gentamicin), treated 
with 20, 40 treatment, 60 treated, treated with 80 ml recombinant peptide concentration of 0/55 mg/ ml 

  
  یکل يریجه گینت

ن یس ـیلاکتوفر یکروبیضدمت یمختلف فعال يق هایتحق
ــرا ــگاهیط آزمایدر ش ــان  یش ــات رس ــه اثب ــتیرا ب  ده اس

)Bellamy et al. 1993Wakabayashi et al. 2002; Shin 

et al.1998;Zhang et al. 1998;Fukuta et al. 2012 .( در
-شـه ین شتر در ریسین بار لاکتوفریاول يپژوهش حاضر برا

 يمارگرهـا یه بید و اثر آن بر علیاه توتون تولین گییمو يها
 ـشد و همانطور که ملاحظـه گرد  یمختلف بررس یاهیگ د ی

اه ی ـن گییمو يها شهیرد شده در یب تولین نوترکیسیلاکتوفر
ش را مهـار  یمـورد آزمـا   يهـا  يباکتررشد  یتوتون به خوب

 ـ عنـوان  بـه ستم را ین سیا يبالا یینمودو توانست کارا ک ی
 بــهد، یــد نمایــتائ یکــیژنت يده آل در دســتورزیــســتم ایس
ن پژوهش ید شده در ایب تولین نوترکیسیکه لاکتوفر يطور 

 Pichiaکـه در مخمـر    یبین نـوترک یس ـینسبت بـه لاکتوفر 

pastoris د شدیتول)Chahardooli 2012(  يبـالاتر  ییکـارا 
کسـان  یشات یمشابه در آزما یاهیگ يمارگرهایرا در مهار ب

 منظـور  بـه ن ییشـه مـو  یسـتم ر ین توسعه سیداد، بنابرا نشان
 یروش منظور بهاهان یب کارا در گینوترک يهانید پروتئیتول

د ی ـگـر انتقـال ژن پپت  ید ياز سـو . شـود یه م ـیکارآمد توص
اه بـه  ی ـتوسـعه مقاومـت گ   منظور بهاهان ین به گیسیلاکتوفر
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ســودمند در جهــت بهبــود  یمــارگر روشــیب يهــا يبــاکتر
که یین، از آنجایعلاوه بر ا. باشد یاهان میگ یزراعت یوضع
 ینم یسم يو جانور یاهیگ يسلول ها ين برایسیلاکتوفر
-نـه یتوان در زمیاز آن م) Munoz& Marcos 2006( باشد

د ی ـ، تولیکروبیضـدم  يهـا د دارویل تولیمختلف از قب يها
بات یترک عنوان  بهور و کاربرد آن یدام و ط يهاکیوتیب یآنت
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