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 چکیده

 است. یگلادر ش زایماریب هایعامل ینتراز مهم یکیIpaD پروتئین .شودفونی است که توسط شیگلا ایجاد میشیگلوز، یک بیماری ع

و  PCRمنتقل و توسط  (+)pET28aهمسانه سازی و  به ناقل بیانی   ipaD-stxBبرای تولید پروتئین نوترکیب، توالی کدکنندۀ 

ی وسترن گذارلکه، آزمون الایزا و SDS-PAGEبا  E. coli (BL21)کتری یید شد. بیان پروتئین نوترکیب در باتأهضم آنزیمی 

ناقل بیانی گیاهی واجد . درصد پروتئین کل باکتری را به خود اختصاص داد 54.87یید شد. در این تحقیق پروتئین نوترکیب حدود تأ

صورت موقت بیان در کاهو به C58م سویۀ کمک اگروباکتریوساخته و با  Golden Braid 3.0با روش   ipaD-stxBتوالی کدکنندۀ 

در سطح پروتئین با آزمون الایزا تأیید  وqRT-PCR در سطح رونویسی )ترانسکریپتوم( با  ipaD-stxBشد. بیان پروتئین نوترکیب 

 شد. 
  

 

 ، آزمون الایزا، کاهو، وسترن بلاتینگ.ipaD ،StxB های کلیدی: واژه
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ABSTRACT 
Shigella dysenteriae as the primary cause of epidemic diarrhea have been reported. Shigellosis is an 

infectious disease caused by Shigella. The IpaD protein is one of the most important virulence factors in 

Shigella. For production of recombinant protein, coding sequence of ipaD+stxB cloned to pET28(a) 

exprsson vector and cloned gene confimed  by PCR and restriction enzyme digestions. Coding sequence 

expressed in E. coli (BL21) was confirmed by SDS-PAGE, ELISA and Western blot. The recombinant 

protein accounted for about 54.87% of total bacterial proteins. Plant exprssion vector constructed via 

Golden Braid method. Transient expression of ipaD+stxB in lettuce performed with agrobacterium C58 

strain and was confirmed at the level of transcriptome and protein through RT-PCR and ELISA assay. 

  

Keywords: ELISA, ipaD, StxB, Lettuce, western blot. 
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 مقدمه

 زاییماریب یهاعامل ینتراز مهم یکی IpaDپلی پپتید 

سرآغاز و  که یاگونهبه بوده، 1شیگلاموجود در انواع 

 یتمرهون فعال شیگلا یتهاجم هاییتگذرگاه همۀ فعال

 یۀکه ناح هایی بادی(یآنت) پادتن است. IpaD یدیکل

ی یتوانا کنندیم ییرا شناسا IpaD ینپروتئ انتهای آمین

 ید یژهوبه یصفراو یهابا نمک ینپروتئ ینبرهمکنش ا

 یحالت باکتر ین. در اکنندیکولات را سرکوب م یاکس

و  یفراخوان یخود برا یژةو یتقادر به انجام فعال

ی لازم برای ورود به یاختۀ میزبان هاعامل یریکارگبه

در  روزنه یجادا یبرا شیگلاتوان  یجه. در نتبودنخواهد 

به  یورود باکتر فرآیند رفته و یناز ب کاریوتییو ۀیاخت

با توجه به اینکه شود. یسرکوب م یزبانم یاختۀدرون

بسیار قوی در  2ایمنوژن یک IpaD انتهای آمین N ۀناحی

از آن در طراحی واکسن  توانیبروز شیگلوز است م

(. شیگاتوکسین Lamphear et al., 2004) استفاده کرد

کیلودالتون  5/70وزن مولکولی  یک پروتئین هگزامر با

منومریک سمی و آنزماتیک به  واحد یرزبوده که از یک 

شونده به گیرندة متصل واحد یرزو از یک  STxAنام 

تشکیل شده است.  STxB)رسپتور( همو پنتامریک به نام 

برای ورود و عملکرد قسمت  STxBقسمت غیرسمی 

(. Engedal et al., 2011) استضروری  ((STxAسمی 

تواند منجر یم IpaDید پپتی پلیقات نشان داد، تحقنتایج 

ین مشخص شد، همچنشود.  Anti-IpaD پادتنید تولبه 

ی ها (افکتورکمک بازدارنده ) دیگریری کارگبهپیش از 

با تداخل  IpaDضد  پادتنی، باکتری سطح روینی پروتئ

سوزن قرار گرفته است آن  رأسدر  که IpaD عملکرددر 

 IpaD عملکردیب بازدارندة انجام ترتین بدو  کرده وکهبلرا 

های میزبان شود و در نتیجه ورود باکتری به یاختهیم

رو این ینا. از (Arai et al., 2001شود )سرکوب می

ژن( نامزد واکسن شیگلوز پادگن )آنتی عنوانبهین پروتئ

نتایج  قابلیت اتصال با یک ایمنو ادجوانت، مناسب را دارد.

 ipaDهای آمده از ترکیب ژندستپروتئین بهشان داد، ن

تواند موش سوری را نسبت به شیگا توکسین می stxBو

برابر  5/7های ایمن شده توانستند موش ،دکنمصون 

LD50 شیگا توکسینE.coli O157:H7 ندکن را تحمل 

(Honari et al., 2013) . با توجه به اینکه استفاده از

                                                                                
1 -Shigella  

2 -Immunogen 

تر از تولید پروتئین نوترکیب قتصادیهای گیاهی اسامانه

توان بافت یا اندام خاصی از گیاه هاست، میدر دیگر سامانه

صورت را که حاوی پروتئین نوترکیب مورد نظر است، به

خوراکی مصرف کرد. به کمک تولید انبوه در گیاهان، 

زای انسان های بیماریهای ناشی از آلودگی با عاملآسیب

 یابد ای مشترك نیز کاهش میهویژه بیماریبه

(Daniell et al., 2000) تولید پروتئین دارویی در گیاهان .

های زیادی دارد های بیانی برترینسبت به دیگر سامانه

(Commandeur et al., 2003برتری .) هایی مانند

استفادة رایگان از نور خورشید، خاك، آب، کودهای ارزان 

انسانی گیاهان را برای تولید  هایو بدون بیمارگر )پاتوژن(

سازد چراکه گیاهان توانایی انجام واکسن مناسب می

 ,Hatt et al., 1989تغییرپذیری پس از ترجمه را دارند )

Ma et al., 2003 نوع پروتئین  100(. امروزه بیش از

نوترکیب در گیاهان تولید شده است. کاهو گیاهی است 

های ولید پروتئینسرعت در سرتاسر جهان برای تکه به

 Kapusta et al., 1999, Zuo etشود )دارویی استفاده می

al., 2001, Sun et al., 2006  انتقال ژن به کمک .)

برای تولید  Agrobacterium tumefaciensباکتری 

گیاهان تراریخته بسیار مرسوم است. بر پایۀ الگوی بیان 

یان ژن ژن دو روش بیانی ثابت و موقت وجود دارد، در ب

ثابت باید شرایط کشت بافتی و باززایی گونۀ گیاهی بهینه 

شده باشد که فرآیندی زمانبر است؛ بنابراین لازم است 

ها پیش از تراریختگی )ترانسفورماسیون( پایدار فعالیت ژن

بررسی شود. امروزه برای بررسی بیان ژن از بیان موقت به 

عنوان به Agrobacterium tumefaciensکمک باکتری 

 ,.Obembe et al) شودآگرواینفیلتریشن استفاده می

زمان کوتاهی میزان . با بیان موقت ژن در مدت(2011

آید که دستیابی به دی از پروتئین هدف به دست میزیا

های انتقال دائم زمان با روشچنین محصولی در این مدت

پذیر نیست، همچنین در بیان موقت، ژن تحت تأثیر امکان

 گیرد ادغام کروموزمی و اثر مکانی قرار نمی

(Wang & Ma, 2012) نخستین گام در زراعت مولکولی .

های زیرواحدی در گیاهان یافتن گیاه و تولید واکسن

ترین روش کمیزبان مناسب است. بهترین روش و نزدی

برای دستیابی به این واقعیت، بیان موقت ژن مورد نظر در 

ها است این گیاهان و بررسی کیفیت و کمیت تولید آن

(Li et al., 2007با انتخاب گیاهانی مانند سبزی .) ها و

عنوان منبع ها بهتوان از آنعنوان سامانۀ بیان میها بهمیوه
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صورت یناسیون( بهانتی ژن برای واکسینه کردن )واکس

(. ازآنجاکه Twyman et al., 2003خوراکی استفاده کرد )

زایی و نقش مهمی در تهاجم، بیماری ipaDپروتئین 

ایجاد عفونت توسط شیلا دارد در این تحقیق، برای بیان 

 انتهای آمینژن ایمنوژنیک برای بیماری شیگلوز از آنتی

( StxBشیگاتوکسین ) Bواحد  زیرو   IpaDپروتئین 

عنوان منظور افزایش تحریک سیستم ایمنی به)به

ادجوانت( متصل شده بود استفاده شد. ژن شیمریک در 

 و گیاه کاهو بیان شد.  E. coliباکتری 

 

 هامواد و روش

 (+)pET28aطراحی کاست ژنی در ناقل 

از بانک ژن دانشگاه امام حسین )ع(  stxBو   ipaDتوالی 

( و 1آغازگرها طراحی )جدول یاز بر پایۀ نوع نتهیه شد. 

جنوبی ساخته )سنتز( شد. با کره 3توسط شرکت بایونیر

های برشی و نیز لینکر توجه به نوع طراحی، جایگاه

Val-Gly′5-)شش اسیدآمینه که به ترتیب شامل  فورینی

′′Arg3-His-Arg-Arg است، برای این کاست تعبیه و در )

 انه سازی شد. همس (+)pET28aناقل )وکتور( بیانی 

 

 SOEingبا روش  stxBو  ipaDهای ژنی الحاق قطعه

PCR 
با  ipaDقطعۀ ژنی منظور افزایش به PCRدر آغاز واکنش 

 ipaDSRو  ipaDFاستفاده از آغازگرهای اختصاصی 

شده از شرکت ترموساینس، )تهیه  Pfuتوسط آنزیم 

میکرولیتر انجام گرفت  25درحجم ( Ep0501کدانزیم 

برای افزایش  PCRازآن واکنش الف( و پس- 2)شکل

با استفاده از آغازگرهای اختصاصی  stxBقطعۀ ژنی 

ipaDSF  وstxBR  توسط آنزیمPfu  25درحجم 

واکنش شامل  ب(. هر-2میکرولیتر انجام گرفت )شکل 

الگو، مخلوط نوکلئوتیدها با غلظت  DNAنانوگرم  40

غازگر و آ پیکومول از هر 20میلی مولار،  0.5نهایی 

 58در دمای اتصال  10X-buffer Pfuمیکرولیتر بافر 10

ها از روی سازی قطعهدرجۀ سلسیوس بهینه شد. . خالص

ژل با روش گلس میلک )با روش راسل و سمبروك، 

( Soeng( انجام شد. سپس برای انجام سوئینگ )2001

آغازین  PCRج( در آغاز یک واکنش -2ار )شکل سیپی

                                                                                
3- Bioneer 

شده از روی ژل، مخلوط محصول بازیابی نانوگرم 40شامل 

 10مولار و میلی 0.5نوکلئوتیدها با غلظت نهایی 

درجۀ 94 صورتبه 10X-buffer Pfuمیکرولیتر بافر

 72دقیقه، و  3درجۀ سلسیوس  58دقیقه،  4سلسیوس

دقیقه انجام شد و پس از پایان این  15درجۀ سلسیوس 

 stxBRو ipaDF واکنش آغازگرهای اختصاصی

( به مخلوط واکنش اضافه شد و هر آغازگرپیکومول از 20)

میکرولیتر و با  25معمولی با حجم واکنش  PCRواکنش 

های (. پس از الحاق قطعه2شرایط زیر انجام شد )جدول 

یید درستی کار تأژنی و ساخت پروتئین نوترکیب برای 

)توسط شرکت بایونیر، کره جنوبی( انجام  تعیین توالی

 شد.

سازه های ژن کد کننده پروتئین نوترکیب در انتقال 
E. coli 

  ipaD +stxBهای حاوی ژن (+)pET28aعامل بیانی 

های مستعد )به با روش تکانۀ )شوك( دمایی به یاخته

(، Sambrook and Russell, 2001روش کلرید کلسیم( )

گری منتقل شد و غربال BL21اشرشیاکلی سویۀ بیانی 

 40آگار حاوی  LBه روی محیط آمددستهای بههمسانه

لیتر کانامایسین انجام شد. درستی میکروگرم در میلی

(. 3سازی توسط هضم آنزیمی تأیید شد )شکل همسانه

  .Nezhad moghadam et alروش کار بنا بر دستورکار 

 انجام شد.  2006))

 تأیید پروتئین نوترکیب

نگاری برای تخلیص پروتئین نوترکیب از فام

آگارز با دستورکار  Ni-NTAتوگرافی( جذبی )کروما

-Ni-NTA Agarose 25ml nickelشرکت کیاژن )

charged resin USA, Cat no. 30210.استفاده شد ) 

برای انجام آزمون الایزا استخراج پروتئین کل در سه 

تکرار زیستی )بیولوژیکی( انجام و آزمایش در دو تکرار 

شده از دانشگاه )تهیه ipaDسرم فنی و با استفاده از آنتی

 HRPو آنزیم کانژوگه  1:200امام حسین )ع(( با نسبت 

 انجام شد. 

 گذاری وسترنتأیید پروتئین نوترکیب با لکه

-آمده از باکتریدستبرای بررسی پروتئین نوترکیب به

آزمون   pET28a)+(شده با سازة بیانی های تراریخت

میکروگرم از  15وسترن بلات انجام شد. به این منظور 

پروتئین باکتری در کنار نمونۀ شاهد )باکتری میزبان 

درصد جداسازی شد. 10بدون سازه( روی ژل اکریلامید 
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انجام و  PVDFانتقال پروتئین از ژل اکریلامید به غشای 

منظور نداشتن اتصال غیراختصاصی با انسداد )بلاکینگ( به

ون از درصد انجام شد. در این آزم BSA 3استفاده از 

و همچنین  1:4000هیستیدین تگ به نسبت پادتن آنتی

 1:200به نسبت  ipaDکلونال اختصاصی پادتن پلی

 PBS-Tاستفاده شد. در فاصلۀ هر مرحله شستشو با بافر 

دقیقه انجام گرفت. همچنین  5سه مرتبه و هر بار به مدت 

از آنزیم کانژوگه آلکالین فسفاتاز و سوبسترای 

BCIP/NBT آشکارسازی نوار )باند( مربوط به  برای

پروتئین نوترکیب استفاده شد )بر پایۀ دستورکار شرکت 

Abcam.) 

 
 

 

 ipaD-stxB . توالی آغازگرهای مورد استفاده برای کاست ژنی1جدول

Table1. Primers used for gene cassette ipaD-stxB 

Sequence  Name 
′GTCGACGGATCCCGTACCACCAACCAGGCGC3′5 IpaDF 

′GGTGTAAGAAGACACCGCGT3′5 IpaDSR 
′GCGGTGTCTTCTTACACCCGTGCGCGTCGTACCCCG3′5 IpaDSF 

′GGTACCCTCGAGACGGAAGATAACTTCAGAGAA3′5 StxBR 

 

 
 . نمای کلی سازة بیانی باکتریایی1شکل 

Fiqure 1. Schematic of bacterial expression construcl 
 

 SOEing PCRده برای واکنش شحرارتی انجام ة. چرخ2جدول 

Table2.Thermal cycles for SOEing PCR 
                                        Process               Tempreature Time 

(Denaturing)                               94°C 4 min 
32 CYCLE (Denaturing) 94°C 35 second 

(Annealing) 58°C 35 econd 

(Extension) 72°C 35 second 
(Final extension)                           72°C 10 min 

 

 بیان موقت سازۀ ژنی در گیاه کاهو

 طراحی آغازگر و ساخت سازۀ گیاهی
 stxBو   ipaDبا توجه به ترادف ژن توالی کدکنندة 

( انجام Orzaez) 2006طراحی آغازگر با روش گلدن برید 

 (. 3توسط شرکت سیگما ساخت شد )جدول  و
 

 

 برای انتقال موقت به گیاه کاهو ipaD-stxB. توالی آغازگرهای مورد استفاده برای کاست ژنی 3جدول

Table3. Primers used for gene cassette ipaD-stxB for transient expression to lettuce 

                                           Sequenc                                                                                                                                Name    

Froward 5′GCGCCGTCTCGCTCGAATGGGATCCCGTACCACCA3′ 
Revers 5′GCGCCGTCTCGCTCAAAGCTTAACGGAAGATAACTTCAGAGAA3′ 

 

 گیاهی ۀساخت سازو  PCRسازی محصول ههمسان

 Golden Braidبه روش 

 Universal Domesticator سازی در ناقلهمسانه
با استفاده از  PCR، بازیابی محصول  PCRپس از انجام

سازی دستورکار کیت شرکت کیاژن انجام شد. همسانه

با  (الف-4شکل )pUPD2 در پلاسمید  PCRمحصول 

 (. Orzaez, 2016د انجام شد )دستورکار کیت گلدن بری

 

 ساخت واحدهای بیانی در ناقل سطح آلفا
انداز، توالی کننده و واحدهای بیانی متشکل از راه
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سطح آلفا  pDGB دهنده است که در ناقلپایان

حاوی توالی مورد  UDشوند. درواقع ناقل سازی میهمسانه

لگو برای عنوان ااند بهنظر که از لحاظ توالی نیز تأیید شده

و ساخت واحدهای بیانی استفاده  GB-BsaІواکنش 

ب(. الحاق نهایی به پلاسمید -4شدند )شکل می

pDGB3Ω1  با دستورکار کیت گلدن برید  ج(-4)شکل

Orzaez (2006 )  .انجام شد 

 

 
 . نمای کلی ساخت سازة گیاهی 4شکل 

Figure 4. Schematic of plant vector 

 
 

 استفادهمواد گیاهی مورد 
-TN-96 در این تحقیق از گیاه کاهوی ایرانی رقم 

برای انتقال موقت  شده از بانک ژن گیاهی ایران()تهیه39

ها استفاده شد. بذرهای کاهو در و بررسی بیان پادگن

روشنایی/ تاریکی قرار  16/8در دورة  1/2MSمحیط 

 Escherichia coliسازی از باکتری گرفتند. برای همسانه

ها به گیاه از و برای انتقال سازه DH5a سویۀ

Agrobacterium tumefaciens  سویۀC58  .استفاده شد 

 

 انتقال موقت سازۀ ژنی به گیاه
 C58سویۀ   Agrobacterium tumefaciensژنی به سازة

. برای ( Wang, 2015)منتقل شد به روش انجماد و ذوب 

دستورکار  انتقال به گیاه، محیط اینفیلتراسیون کاهو با

Kapila et al., 1997))  آماده و پس از دو ساعت نگهداری

های آگروباکتریوم در محیط اینفیلتراسیون، انتقال به برگ

روز در  3ها به مدت کاهو تحت خلأ انجام شد. برگ

درجۀ سلسیوس نگهداری شدند و  22تاریکی و دمای 

زمان های گیاهی در نیتروژن مایع فریز و تا ازآن نمونهپس

 درجۀ سلسیوس ذخیره شدند. -70استفاده در دمای 

 

 تأیید پروتئین نوترکیب در کاهو با آزمون الایزا

 های انتقال موقت استخراج پروتئین انجام از نمونه

(Guy et al., 1992 و بر پایۀ روش )Bradford, 1976) )

ها صورت گرفت. روش کار با تعیین غلظت پروتئین

 ( انجام شد. Engvall & Perlmann, 1971دستورکار )

 

و شرایط واکنش  cDNA، ساخت  RNAاستخراج 
PCR 

، RNAهای انتقال موقت کاهو در سطح برای ارزیابی نمونه

های گیاهی در سه تکرار زیستی با استخراج از نمونه

با دستورکار شرکت  RNAاستفاده از کیت استخراج 

با  cDNA و ساخت DNaseIدنازیست انجام شد. تیمار با 

استفاده از کیت شرکت تاکارا و با دستورکار آن شرکت 

بوده  4انجام گرفت. آغازگرهای مورد استفاده بنا بر جدول 

 است.



 ...در ipaD-stxBبیان توالی کدکنندۀ پروتئین شیمریک  :و همکاران دیچقا کبو    214

 

 
 . توالی آغازگرهای مورد استفاده در ارزیابی بیان موقت پروتئین نوترکیب.4جدول 

Table4. Primers used for qRT-PCR 
Sequnce Name 

′CCCGATCAA3GCAAGAAGGAATA′5 R.SH.F 
′CAGGTACTGCTCGTTGATGTT3′5 R.SH.R 

5’TGATTGGAATGGAAGCTGCTG3’ F.Actin 

5’CAGTGATTTCCTTGCTCATCCG3’ R.Actin 

 

 بررسی بیان ژن نسبی در سطح رونویسی

 72در سطح رونویسی، پس از  IpaDبرای بررسی پادگن 

 با استفاده از RNAساعت از اینفیلتراسیون، استخراج 

کیت شرکت دنازیست برای گیاه تراریخت )بیان موقت( و 

گیاه شاهد )بدون سازة مورد نظر( در سه تکرار زیستی 

با استفاده از کیت ساخت  cDNAهای انجام شد. نمونه

cDNA  شرکت تاکارا و بر پایۀ دستورکار مربوطه ساخته

واکنش به حجم  RT-PCRمنظور اجزای واکنش شد. به

 5X HOTمیکرولیتر کیت  4یتر شامل میکرول 20نهایی 

FIREPol  ،حاوی اواگرینµM 4/0  ،آغازگر پیشروµM 

-بود. برای نرمال cDNAنانوگرم  600آغازگر پسرو و  4/0

سازی نتایج ژن مرجع اکتین استفاده شد. تجزیۀ نتایج با 

حضور رونوشت پادگن  REST2009افزار استفاده از نرم

IpaD  می کند. آغازگرهای را در گیاه کاهو تأیید

 4دار اکتین در جدول اختصاصی و آغازگرهای ژن خانه

 ارائه شده است. 

 

 

 گیری و بحثنتیجه

 ((+)pET28a)هضم ناقل 

انتقال  E. coli Bl21DE3پلاسمید نوترکیب به باکتری 

منظور تأیید حضور قطعه در ناقل بیانی از داده شد. به

استفاده  BamHІ هضم آنزیمی توسط آنزیم با اثر محدود

جفت باز  320که حدود   ipaDکه در این حالت ژن  شد

 (.3ل دارد، از ناقل خارج شد )شکلطو

 

با روش  ipaD+stxBهای ژنی قطعهافزایش و الحاق 

 سوئینگ پی سی ار
با استفاده از  ipaD-stxBآمده از افزایش ژن دستنتایج به

ت. نشان داده شده اس 2آغازگرهای اختصاصی در شکل 

 SOEingآمده از انجام دستجفت بازی به 539قطعۀ 

PCR با آنزیم Pfu  روی ژل آگارز تأییدی بر درستی

 افزایش قطعۀ مورد نظر است.

 

 
 الف                                    ب                                          ج

ب( افزایش قطعۀ ژنی  ipaDالف( تکثیر قطعۀ ژنی SOEing PCR با روش  stxBو  ipaD. امتزاج توالی کدکنندة پادگن  2شکل 

stxB های ژنی ج( تکثیر قطعهipaD  وstxB  آمده از ترکیب دستقطعۀ ژنی به 1با سوئینگ پی سی آ، چاهک شمارهipaD  وstxB ،

 جفت بازی. DNA 100ر نشانگ  Mو  stxBافزایش قطعۀ ژنی  3، چاهک شماره  ipaDافزایش قطعۀ ژنی  2چاهک شماره 
Figure 2. Fusion of ipaD and stxB by SOEing PCR.  A: Amplification of stxB, B: Amplification of ipaD, 

C:Amplification of ipaD + stxB by SOEing PCR, lane 2 amplification of ipaD, lane 3 amplification of stxB 

and M molecular size marker 100bp. Agarose gel 1%. 
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پلاسمید.  4و  3ی هاستونپلاسمید هضم شده. 2و  1های  .ستون BamHІبا آنزیم  STxB pETipaD +ناقل بیانی . هضم 3شکل

 جفت بازی.DNA 100نشانگر  5ستون 
Figure3. Digestion of expression vector pETipaD+stxB with BamHІ enzyme. Colomns 1 and 2; digested 

plasmids. Colomns 3 and 4; plasmids (control). Colomn 5; molecular size marker 100bp. 

 
 ۀسوی E. coliهای نوترکیب در نتایج بیان پروتئین

Bl21 (DE3) 
های نوترکیب در باکتری و پس از بیان اولیۀ پروتئین

ساعت پس  4برداری، زمان های مختلف نمونهمقایسۀ زمان

برداری در نظر گرفته شد. نتایج الگوی القا برای نمونهاز 

شاهد )باکتری بدون ناقل( و  های نمونۀنواری پروتئین

حاوی سازة  های تولیدشده از باکتریمقایسه با پروتئین

(، نشان داده شده است. پروتئین 5شده در شکل )معرفی

-pETipaDحاوی سازة  BL21ناشی از القای باکتری 

stxB  حالت غیرالقایی، القاشده با درIPTG  و همچنین

نمونه پروتئین حاصل از باکتری شاهد )بدون سازه( 

استخراج و روی ژل اکریلامید جداسازی شدند. الگوی 

شود. های تولیدی از هر استخراج مشاهده میپروتئین

 24.5همچنین پروتئین خالص با وزن مولکولی 

ظار روی ژل مشاهده کیلودالتون در محدودة وزنی مورد انت

های نوترکیب حاصل شد. همچنین نتیجۀ تخلیص پروتئین

از عصارة پروتئینی باکتری حاوی سازة موردنظر که با 

دست  آگارز به Ni-NTAنگار جذبی استفاده از روش فام

آمده با دستشود. نتایج بهمشاهده می 5آمد، در شکل 

 ( همخوانی داشت. Honari et al., 2013) نتایج

 

 
و  3،  2های نمونۀ شاهد )باکتری بدون القا(، شماره 1. چاهک  شماره  BL21در باکتری  ipaD+stxB بیان پروتئین نوترکیب .-5شکل 

 7، 6ی هاشمارهنمونۀ شاهد )باکتری بدون القا(،  5ساعت پس از القا، پروتئین کل(، چاهک شماره  4و  2،  1ی هازمانی در بردارنمونه)4
ساعت پس از القا، پروتئین محلول(. در هر دو حالت )پروتئین کل و پروتئین محلول( پروتئین با 4و  2، 1های برداری در زمان) نمونه 8و 

 Seeنشانگر اندازة پروتئینی  Mکیلودالتون نشانگر پروتئینی مشاهده شد. حرف 24.5وزن مورد انتظار در موقعیت 

Blue(NuPAGE)MES است. 
Figure5. Expression of recombinant protein ipaD+stxB in BL21. Colomn 1;  control,  colomns 2, 3 and 4; 
sampling 1, 2 and 4h after induction(total protein), colomn 5; control, colomns 6, 7 and 8; samplying 1, 2 

and 4h after induction(soluble protein). M marker size protein (Blue) (SDS PAGE 12%). 

Total protein Soluble protein 
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نشانگر  Mشاهد )باکتری بدون سازه(، حرف  1. ستونBL21بیان شده در باکتری  ipaD+stxBسازی پروتئین نوترکیب . خالص6شکل 

باکتری حاوی سازة مورد نظر پیش از تخلیص، ستون  3و2، ستونUnstained Protein marker Fermentasاندازة پروتئینی 

 آگارز. Ni-NTA نگاری جذبیزی با روش فامساباکتری حاوی سازة موردنظر پس از خالص4
Figure 6. Puridication of recombinant protein ipaD+ stxB expressed in BL21. Colomn 1; control, M 

marker size protein. Colomns 2 and 3; bacterial extract before purification; colomn 4; bacteri after 

purification with Ni-NTA agaros absorbtion choromotograpghy (SDS PAGE 12%). 

 

های نوترکیب باکتری با نتایج بررسی پروتئین

 استفاده از آزمون الایزا

-7بررسی واکنش پادگن تولیدی حاصل از سازة )شکل 

تگ و هیستیدین، با استفاده از پادتن آنتیE.coliالف( در 

انجام  4زمون الایزاهمچنین پادتن اختصاصی پادگن از آ

دو صورت کیفی  آمده از آزمون الایزا بهدستشد. نتایج به

صورت کیفی، تنها و کمیّ ارائه شد. در گزارش نتایج به

تفاوت میزان جذب نمونۀ حاوی پروتئین نوترکیب و میزان 

نانومتر با  450موج جذب حاصل از نمونۀ شاهد در طول

هم مقایسه شدند. در آزمون کمّی از نمودار استاندارد 

پادگن خالص استفاده شد. به این منظور از مقادیر مختلف 

 نانومتر به 450در آزمون الایزا استفاده و میزان جذب در 

دست آمد. با استفاده از میزان پادگن خالص و میزان 

نانومتر، نمودار استاندارد ترسیم و معادلۀ  450جذب در 

ب(. از این معادلۀ خط برای -7دست آمد )شکل  خط به

ر برآورد میزان برآوردی پروتئین نوترکیب موجود د

صورت پروتئین باکتری استفاده شد تا نتیجه آزمون به

کمیّ قابل ارائه باشد. نتایج بررسی روی پروتئین کل 

نشان داد،  pETipaD-stxBحاوی سازة  BL21باکتری

های آمده از آزمون الایزا در نمونهدستمیزان جذب به

های حاوی سازه و پروتئین پروتئین کل حاصل از باکتری

الف(، که این -6داری دارند )شکلوت معنیکل شاهد تفا

تفاوت تولید پروتئین نوترکیب و قابلیت برهمکنش با 

دهد. تگ را نشان میهیستیدینپادتن مونوکلونال آنتی

                                                                                
4- Enzym Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

میکروگرم پروتئین کل مورد استفاده در  6بنابراین برای 

درصد پادگن محاسبه شد. نتایج  87/54آزمون 

 ,.Shokrian Hajibehzad et alآمده با نتایج )دستبه

2016( )Honari et al., 2013 .همخوانی داشت ) 

در پروتئین کل  ipaD-stxBبرای بررسی وجود پادگن 

، آزمون الایزا با استفاده از pETipaD-stxBحاصل از سازة 

انجام شد. نتیجۀ این آزمون که با  ipaDپادتن اختصاصی 

نی و چهار استفاده از چهار تکرار زیستی و دو تکرار ف

دست آمد نشان داد، بین  میزان متفاوت پروتئین کل به

داری از نظر میزان جذب در ها و شاهد تفاوت معنینمونه

دون در الف(، ب-7نانومتر وجود دارد )شکل  450موج طول

-توان گفت که معنینظر گرفتن درصد پادگن تولیدی می

لید گویای تو کمدستها و شاهد، دار شدن تفاوت نمونه

پروتئین نوترکیب در باکتری با قابلیت واکنش با پادتن 

نوترکیب،  است. همچنین نتایج بیان باکتریایی پروتئین

سبب  دارد احتمال stxBنشان داد که وجود اجوان 

-نامحلول شدن پروتئین نوترکیب شود و این ویژگی می

تواند سهم پادگن را در پروتئین کل افزایش دهد زیرا 

ماندن از دسترس  دورها امکان ن پروتئیننامحلول شد

 ,.Aboei Mehrizi et al) کنندپروتئازها را فراهم می

2016 .) 

 

باکتریایی با استفاده از  نوترکیب هایپروتئین دییتأ

 بلاتینگ آزمون وسترن

های باکتریایی برای تأیید پروتئین نوترکیب حاصل از سازه
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د. نتیجۀ این آزمون وسترن بلات انجام ش ،E.coliدر 

که  pETipaD-stxBحاصل از سازة  آزمون برای پروتئین

ب( و -8تگ )شکل با استفاده از پادتن آنتی هیستیدین

( ارائه 8ج( انجام شد در شکل )-8پادتن اختصاصی )شکل 

 شده است.

 

 
 ب                                                                                                        الف

نانومتر برای  450 موجطولالف( مقایسۀ میزان جذب در  BL21در باکتری  ipaD+ stxB. آزمون الایزا برای پروتئین نوترکیب 7شکل 

عادلۀ خط . ب( مipaDحاوی سازه در آزمون الایزا با استفاده از پادتن اختصاصی  BL21پروتئین شاهد )بدون سازه( و پروتئین باکتری 

 در پروتئین کل مورد ارزیابی استفاده شد. ipaD-stxB پادگنحاصل از این نمودار استاندارد برای برآورد میزان 
Figure7. ELISA for recombinant protein expressed in BL21. A) absorbtion in 450 nm  with polyclonal 

antibody against ipaD. B) Standard curve for ipaD used polyclonal antibody against ipaD as a first 

antibady. 

  

 

 
الف                                   ب                                             ج                                             د  

 2شاهد )بدون سازه( شماره  1 الف( شماره در باکتری ipaD+ stxBنوترکیب   . آزمون وسترن بلات برای تأیید پروتئین8شکل 

ب(  Prestained protein ladder10-170مارکر پروتئینی M(. حرف ipaD-stxB)پروتئین  3( و شماره ipaD)پروتئین 

 2( شماره ipaD-stxB)پروتئین  1. د(شماره ipaDوسترن بلات با پادتن آنتی هیستیدین تگ ج( وسترن بلات با پادتن اختصاصی 

 نشانگر پروتئینی. M( و حرف ipaD)پروتئین 
Figure8. Westhern blotting for confirm expression of recombinant protein in bacteria. A) Colomn 1; control 

(Bacteria without construct), colomn 2; ipaD protein and colomn 3; ipaD+stxB protein. M; marker size ladder. B) 

Westhern blotting with anti tagged histidin C) westhern blotting with polyclonal antibody against ipaD. D) Colomn 1; 

ipaD+stxB protein; colomn 2; ipaD. 

 

آمده در این تحقیق میزان جذب دستبنا بر نتایج به

های پروتئین کل هآمده از آزمون الایزا در نموندستبه

حاوی سازه و پروتئین کل شاهد  آمده از باکتریدستبه

داری دارند، که این تفاوت تولید پروتئین تفاوت معنی
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دهد. نوترکیب و قابلیت برهمکنش با پادتن را نشان می

گذاری وسترن در ناحیۀ موردنظر همچنین در روش لکه

بود نوار های واجد سازه قرار گرفته ستونی که باکتری

( Honari et al., 2015) هایمشاهده شد. نتایج بررسی

میزان عیار )تیتر(  ipaD-stxBنشان داد، با ترکیب کردن 

-زایی در حیوان آزمایشگاهی افزایش میپادتن و ایمنی

تواند به می ipaD-stxBیابد. تولید پروتئین نوترکیب 

برای ای زایی در برابر شیگلوز کمک کرده و روزنهایمنی

 تولید واکسن نامزد ایجاد کند. 

 

 تأیید پروتئین نوترکیب در کاهو با آزمون الایزا

های ها در سامانۀ بیان موقت یکی از سازوکارتولید پروتئین

های تولیدشده و بررسی مهم در بررسی بیان پروتئین

میزبان مناسب برای بیان پروتئین نوترکیب است. در این 

های اینفیلتره پروتئین از برگتحقیق پس از استخراج 

شده گیاه کاهو ) تجاری ( آزمون الیزا انجام شد. در این 

تحقیق از سه تکرار برای گیاهان تراریخت و سه تکرار 

آمده از رنگ دستبرای گیاه شاهد استفاده شد و نتایج به

شود تولیدشده تجزیۀ آماری شد. همۀ نتایجی که بیان می

در سطح احتمال  SPSSافزار نرمپس از تجزیۀ آماری با 

الف مقایسه بین -9شکل  دار شدند. دردرصد معنی 95

میزان جذب و میزان پادگن در گیاه کاهو و همچنین در 

نمونۀ شاهد ارائه شده است. در نظام انتقال موقت 

های مختلفی از جمله شمار روز پس از عامل

ن بیان برداری بر میزااگرواینفیلتراسیون تا زمان نمونه

روز پس از  3تا  2پروتئین نوترکیب تأثیر دارد، بنابراین در 

اگرواینفیلتراسیون بیشترین بیان پروتئین مشاهده شده و 

 (. Choi et al., 2008یابد )ازآن کاهش میپس

 

 
 ب                                                                              لف                                                     

نانومتر برای گیاه  450موج در گیاه کاهو الف( مقایسۀ میزان جذب در طول ipaD+stxB. آزمون الایزا برای پروتئین نوترکیب 9شکل 

آمده از این نمودار دستب( معادلۀ خط به  ipaDشاهد )بدون سازه( و گیاه حاوی پروتئین نوترکیب با استفاده از پادتن اختصاصی 

 در پروتئین کل مورد ارزیابی استفاده شد. ipaD-stxBاستاندارد برای برآورد میزان پادگن 
Figure9. ELISA for recombinant protein ipaD+stxB expressed in lettuce. A) absorbtion in 450 nm with ipaD 

polyclonal antibody B) Standard curve for ipaD+stxB used ipaD polyclonal antibody.

 

 ipaDمنظور ترسیم نمودار استاندارد از پروتئین خالص به

های مختلف استفاده شد و بر پایۀ رابطۀ غلظت غلظت

آمده از نمونه در دستپادگن خالص و میزان جذب به

نانومتر، نمودار استاندارد و معادلۀ خط  450موج طول

الف میزان جذب -9آمد. در شکل  دست مربوط به آن به

نانومتر با هم  450موج های بیان موقت در طولنمونه

آمده دستاند. در ادامه به کمک معادلۀ خط بهمقایسه شده

ها در ب(، میزان جذب نمونه-9از نمودار استاندارد )شکل 

نانومتر به میزان پادگن تبدیل و میزان  450موج طول

های آمده از بیان موقت نمونهدستپروتئین نوترکیب به

برگی کاهو بر پایۀ درصد پادگن تولیدی نسبت به پروتئین 

محاسبه شد. میزان درصد پادگن نسبت به  5(TSP%کل )

 درصد برآورد شده است. 25/0پروتئین کل محلول حدود 
 

 رونویسی سطح در ژن بیان نتیجۀ بررسی
ازة گیاهی ها برای انتقال موقت سمنظور بررسی بیان ژنبه

 PCRواکنش  10استفاده شد. در شکل  qRT-PCRاز 

 ipaDبرای انتقال موقت سازه با استفاده از آغازگرهای 

شاهد )نمونۀ  روی سه تکرار زیستی برای کاهو و نمونۀ

برگی غیرتراریخته( انجام شد. چنانچه در تصویر ژل 

                                                                                
5- Total soluble protein (%TSP) 
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تنها در سه  ipaDشود نوار مربوط به قطعۀ مشاهده می

شود و کنترل منفی شامل زیستی کاهو مشاهده میتکرار 

 شاهد، نواری را نشان نداد.  نمونه

 

 
های کاهو پس روی نمونه ipaDمنظور تأیید رونویسی از روی توالی کدکنندة به ipaDبا آغازگرهای اختصاصی ژن  RT-PCR. 10شکل 

نشانگر  ipaD .Mکنندة پادگن گیاه کاهو بیان 4و 3، 2کاهو( ، شماره(شاهد  1اهک شماره چ )ژل آگارز یک درصد(از اگرواینفیلتراسیون 

 .DNA Ladder, 100 bp Plus, Sinaclonاندازة مولکولی 
Figure10. RT-PCR with specific primers of ipaD for confirm transcription of ipaD in lettuce after 

agroinfiltration. Colomn 1; control, colomns 2, 3 and 4; transient expression. M molecular size ladder 100 

bp. Sinacolon (Agaros gel 1%). 
 

 
 در برگ کاهو.  q-RT-PCRشده با گیریاندازه ipaD. بیان نسبی 11شکل 

Figure11.Relative expression ipaD measured via q-RT-PCR in lettuce leaves. 

 

(Pourseyedi et al., 2009) های خود در نتایج بررسی

نشان دادند، یونجه و توتون در مقایسه با کاهو قابلیت و 

های ظرفیت )پتانسیل( بیشتری برای تولید پروتئین

نوترکیب دارند. بافت برگی کاهو محتوای آب بالایی دارد و 

ها در این شرایط پایداری خوبی نداشته و تجزیه پروتئین

ین دلیل میزان بیان در کاهو پایین است شوند به هممی

(Hefferon, 2009)دك آلکالوئید. کاهو به دلیل میزان ان-

دستی کم های پایینهای مختلف در بافت برگی و هزینه

های نوترکیب بسیار مورد توجه است برای تولید پروتئین

(Negrouk et al., 2005). 

 

 گیری کلییجهنت
 ipaD-stxBبیان پروتئین نوترکیب  آمده ازدستبه یجۀنت

کیلودالتون در  24.5پروتئینی با وزن مولکولی در باکتری، 

100bp 

200bp 
156bp 

300bp 

400bp 

500bp 
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امید نشان داد. اکریلرد انتظار روی ژلمحدودة وزنی مو

های پروتئین داری را بین نمونهآزمون الایزا تفاوت معنی

های حاوی سازه و پروتئین کل آمده از باکتریدستکل به

های بدون سازه( نشان داد که بیانگر تولید شاهد )باکتری

 ipaDپادگن و قابلیت برهمکنش آن با پادتن پلی کلونال 

درصد  87/54سب برآورد، پادگن تولیدی است. برح

پروتئین کل باکتری را به خود اختصاص داده است. 

و پادتن  ipaDگذاری وسترن با پادتن پلی کلونال لکه

تولید پروتئین  اختصاصی مونوکلونال آنتی هیستیدین تگ

شده برای تولید پادگن ساخته ةسازیید کرد. تأنوترکیب را 

ipaD+stxB نتقال موقت به کمک آگروباکتری در گیاه با ا

و در  RT-PCRبا استفاده از  RNAبه کاهو در سطح 

با ترسیم همچنین یید شد. تأسطح پروتئین با آزمون الایزا 

ی کمّو  ipaDاستفاده از پادگن خالص  بانمودار استاندارد 

 درمجموع پروتئینکردن نتایج آزمون الایزا، مشخص شد، 

ن محلول کل برگ کاهو را به پروتئیدرصد  25/0 نوترکیب

مقایسۀ سامانۀ بیانی باکتری و ه است. دخود اختصاص دا

درصد  87/54) پادگندهندة میزان بالای تولید گیاه نشان

درصد  25/0پروتئین کل( در باکتری نسبت به گیاه )

پروتئین محلول کل برگ( است. اما تولید و بیان پروتئین 

واکسن گیاهی خوراکی  تولید منظوربهنوترکیب در گیاه 

 اهمیت دارد. 
 

 سپاسگزاری

وسیله از اعضاء هیئت علمی و کارکنان گروه زراعت و بدین

اصلاح نباتات پردیس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه 

تهران، که امکانات اجرای این طرح را فراهم نمودند 
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