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 چكيده

ليموي مكزيكي در جنوب بيماري شانكر باكتريايي مركبات از جمله مهمترين بيماري هاي باغات 
 PthA. پروتئين شود ايجاد مي Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc)توسط باكتري  كه كشور مي باشد

غير لذا نقش اساسي در فرايند بيماري زايي دارد و  ،به عنوان پروتئين افكتور ،باكتري عامل شانكر مركبات
اري شود. در اين تحقيق بادي مي تواند منجر به ايجاد مقاومت بر عليه بيمآنتي فعال سازي آن با استفاده از 

براي اين منظور با  .صورت پذيرفته است حاصل از آنسازي پروتئين و خالص pthAبيان ژن و  جداسازي
 سپسو شد طراحي   pthAاختصاصي براي جداسازي ژن  آغازگرهاياستفاده از منابع اطلاعاتي بانك ژن، 

مزبور سپس به صورت متصل به دنباله د. ژن يهمسانه سازي گرد pTZ57R/Tقطعه ژني مربوطه در ناقل
همسانه سازي گرديده و بيان آن به صورت نوتركيب  pET28aشش تايي هيستيدين در ناقل بياني باكتريايي 

 PthAسازي پروتئين نوتركيب صورت پذيرفت. خالص Escherichia coliباكتري   BL21(DE3)سويه  در
بر روي ستون نيكل صورت  روش كروماتوگرافي تمايلي در شرايط طبيعي غير واسرشتي و با استفاده از 

با استفاده از آنتي  هاي الكتروفورز پروتئين و وسترن بلاتينگ پذيرفت. صحت بيان پروتئين مذكور با روش
پروتئين نوتركيب خالص  مورد بررسي و تاييد قرار گرفت.توالي شش تايي هيستيدين بادي هاي اختصاصي 

عنوان آنتي ژن براي توليد آنتي بادي هاي نوتركيب مونوكلونال مورد استفاده قرار بدست آمده مي تواند به 
 گيرد.

 PthA ،Xanthomonas citri شانكر مركبات، پروتئين نوتركيب، افكتور پروتئينها: كليد واژه

subsp.citri. 
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 مقدمه

در ايران  باغيمركبات يكي از محصولات مهم 
نيا در حدود است. سطح زير كشت مركبات در د

نه ميليون هكتار مي باشد كه از اين مقدار سهم 
 ميزان مي باشد. هزار هكتار 268 حدودايران در 

-مي تن ميليون 29/4كشور حدود  مركبات توليد

گرفتن در شرايط  ايران به دليل قرار.باشد
جغرافيايى مناسب از لحاظ توليد مركبات مقام 

مركبات جهان كنندگان عمده  هفتم را در بين توليد
 .(Ebrahimi, 2009) است  به خود اختصاص داده

در  ترشدرختان ليموهاي بيمارياز مهمترين 
شانكر مركبات مي مناطق جنوبي كشور بيماري 

كه توسط (Khodakaramian et al. 1999) باشد
 Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc)باكتري

(Schaad et al., 2006) رزه با مبا .شود ايجاد مي
و با  شيميايي روش هاياين بيماري عمدتا به 

مي باشد. دستيابي به  استفاده از تركيبات مسي
منابع مقاومت ژنتيكي از مهمترين راهكار ها در 

باشد كه در اين  ميبه بيماري توليد ارقام مقاوم 
خصوص استفاده از ژن آنتي بادي هاي 
اختصاصي راهكاري نوين در اين حوزه مي باشد 

(Safarnejad et al. 2011). 
هاي هوايي گياه اندامدر  ن بيماريعلايم اي

 .گرددمشاهده ميها  و ميوه اه ساقه ها، برگشامل 
 شود. ها وارد مي روزنه از طريقها باكتري  در برگ

اي در  صورت يك سري نقاط دايره آلودگي به
 شود. باكتري سپس در سطح پشتي برگ ديده مي

1Fليفضاي آزاد بين سلو

كند و كلني  گيري ميجاي 1
اپيدرم  (Duan et al., 1999 ).دهد تشكيل مي

ريزد و  هم مي برگ در نتيجه افزايش آلودگي به
ها  ميوه ها و ها، ساقه شود. در برگ تكه مي تكه

شانكر در  تحالو سپس شده ها زيادتر  زخم
 ,.Dunger et al)گرددهاي آلوده ايجاد ميمحل

2005; Brunings and Gabriel, 2003). سويه-

بر مبناي دامنه ميزباني  X. citriهاي مختلف گونه 
هاي مختلفي تعلق دارند كه به صورت به پاتوتيپ

ها)ي مختلف بيماري شناخته مي فرم ها (پاتوتيپ
، Aشامل  در دنيا هاي مختلف بيماري شوند. فرم

B ،C ،D ، E وA* اين بيماري در . مي باشند
در منطقه  1368بار در سال ايران براي اولين 

كهنوج كرمان روي ليمو مكزيكي توسط عليزاده و 
 Alizadeh and) رحيميان مشاهده گرديد

Rahimian 1989).  نتايج تحقيقات اخير نشان
داده است كه تمامي انواع شناخته شده بيماري 

     مي باشد *Aنوع  ايران از مركبات در  شانكر
(Pruvost et al. 2014). 

زاي  منفي بيماري هاي گرم باط بين باكتريارت
حيواني و گياهي با ميزبانشان بستگي به يك نوع 

شده به نام سيستم ترشح نوع  سيستم محافظت
2Fسه

زايي دارد، كه باعث انتقال فاكتورهاي بيماري 2
  درون سلول ميزبان مي شود ا بههو هارپين

(Büttner et al., 2002; Cornelis & Van 
Gijsegem, 2000; Hueck, 1998) . سيستم

 23 يك توالي به طول وسيله   بهترشحي نوع سه  

                                                
1 Apoplast 
2 type III protein secretion system (TTSS) 
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 hrpهاي  ژنمجموعه از كيلو جفت باز 
شود  كد مي hrpFتا  hrpAكروموزومي يعني از 

 Bonas)است  يافته  اپران سازمان ششداخل  كه

et al., 1991; Büttner et al, 2002). 
-بيماري ها دراز جمله مهمترين ژن pthAژن 

 باشدزايي باكتري عامل بيماري شانكر مي
(Shiotani et al., 2007).  همولوگ هاي اين ژن

در سويه هاي باكتري عامل   pthCو   pthBشامل 
 Cو  Bكه باعث ايجاد فرم هاي شانكر مركبات 

. (Al-Saadi et al. 2007)د نوجود دارمي شوند 
 avrBs3/pthA نام اين ژن درون خانواده ژني به

زايي)  بيماري  زايي و عدم (خانواده عفونت
TAL3F(افكتورهاي 

طور  ) قرار دارد. اين خانواده به1
 هاي زانتوموناس وجود دارند گسترده در گونه

(Vauterin et al. 1995; Shiotani et al., 
عامل  هاييباكتر يدر تمام pthA  ژن .(2007

 جفتكيلو چهار تا سه  در حدود شانكر مركبات
ن داراي نواحي تكراري پشت طول دارد. اين ژ باز

كه هر كدام از  عدد مي باشد 5/17 سرهم به تعداد
و در قسمت    باشد مى جفت باز 102ها  اين تكرار

اين ناحيه تكراري براي . مركزي ژن وجود دارند
زايي  عفونتهمچنين صيت ميزبان و تعيين اختصا

روتئين پ  .(Al-Saadi et al., 2007) باشد لازم مي
PthA  آمينو اسيد تشكيل گرديده است.  1163از

تكرار  5/17داراي  PthAقسمت مياني پروتئين 
باشند كه تعداد دقيق و  آمينه مي اسيد 34يكسان از 

هاي تكراري در باكتري هاي مختلف  آرايش واحد
متفاوت است. اين تفاوت باعث عملكرد و 

                                                
1  Transcriptional Activator-like (TAL) effectors 

اختصاصيت در هنگام ايجاد مقاومت و يا 
هاي ميزبان مربوطه در عدم  زايي در گونه تعفون

 Shiotani et)شود  هاي مقاومت مي حضور ژن

al., 2007; Ponciano et al., 2003) . 
توليد گياهان مقاوم به بيماري مهمترين راهكار 
در مبارزه با بيماري شانكر مركبات مي باشد. عدم 

-ژنوجود محدوديت دسترسي به گياهان مقاوم و 

سبب گرديده  مقاومت بر عليه بيماريهاي طبيعي 
تا استفاده از ساير منابع مقاومت با روش هاي 
 مبتني بر مهندسي ژنتيك مورد توجه قرار گيرد.

گياهان مقاوم  در ايجاد نوينيكي از راه كار هاي 
ز احاصل ، استفاده از مكانيسم مقاومت به بيماري

4Fبيان آنتي بادي در گياه

ن استفاده از اي مي باشد. 2
مكانيسم تاكنون منجر به ايجاد مقاومت بر عليه 
تعداد زيادي از بيماري هاي ويروسي، باكتريايي و 

 ,Safarnejad et al. 2011)است شده قارچي 

Malembic-Maher et al. 2005; Li et al. 2008 
, Cervera et al. 2010, Yajima, et al. 2010). 

ماري مختل نمودن فرايند بيدر مكانيسم اخير، 
هدف قرار دادن پروتئين هاي ضروري زايي با 

-آنتي بادياتصال اختصاصي پاتوژن توسط 
بر اين اساس پروتئين پذيرد.  ژن صورت مي آنتي

PthA  با دارا بودن وظايف ضروري در ايجاد
بيماري مي تواند  يكي از بهترين كانديد ها در 

 در تحقيقات قبلي ايجاد مقاومت محسوب گردد.
اي اختصاصي با قابيلت اتصال به پروتئين آپتامر ه

PthA  را در مورد سويه ايجاد كننده فرمA 
 Zhao)ايجاد گرديده است بيماري شانكر مركبات 

                                                
2  Plantibody-mediated resistance 
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هدف نهايي از اين تحقيق توليد گياهان . (2001
مقاوم به بيماري شانكر با استفاده از آنتي بادي 

 هاي اختصاصي پروتئين افكتور مي باشد. 
زمه ايجاد گياه مقاوم به بيمارگر با لادر ابتدا 

پروتئين ترين مهمسازي خالص، تي باديكمك آن
در ايجاد بيماري  باشد كه نقش اساسيبيمارگر مي

 حاضر،هدف از اجراي تحقيق . لذا دارد
سازي و توليد خالص ،pthAژن  بيان ،داسازيج

مي باشد كه در ادامه به ژن مذكور انبوه پروتئين 
در  اختصاصي مونوكلونالبادي آنتي توليدمنظور 

ايجاد  ر باجهت ايجاد مقاومت به اين بيمارگ
 .  گيرد ميگياهان تراريخته مورد استفاده قرار 

 
 مواد و روش ها

 .X باكتري  88در اين تحقيق از سويه شماره 

citri subsp citri   تهيه شده از كلكسيون موجود)
 فن در پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست

از باغات مركبات منطقه رودان  آوري) كه قبلاً
  شد سازي شده بود، استفاده استان هرمزگان جدا

(Pruvost et al. 2014) . كشت باكتري بر روي
 LBمحيط 

5F

صورت گرفت و از تك كلون  جامد 1
 LBباكتري براي كشت انبوه در محيط مايع 

 استفاده گرديد. 
باكتري  ابتدا از باكتري، DNAجهت استخراج 

به مدت يك شب  LBمحيط مايع  ليتر ميلي 10در 
و  درجه سلسيوس 28در شيكر انكوباتور با دماي 

. از شدكشت  دور در دقيقه 200دور دوراني 
باكتري استفاده  DNAكشت شبانه براي استخراج 

                                                
1 Luria-Bertani 

 كيت استخراجبراي اين منظور شد. 

(ExiProgen™ Bacteria Genomic DNA Kit, 
Cat No K-4314, South Korea)  مطابق

 . استفاده گرديد مربوطهدستورالعمل 
با استفاده از ژل  شدهاستخراج  DNA مشاهده 

 براي تعيين غلظتو  ز صورت پذيرفتوآگار
DNA ستخراجي از نانودراپ اسپكتوفتومتر با ا

 .نانومتر استفاده شد 280و   260 جذب نوري 
 نگهداري سلسيوسدرجه  -80 نمونه در دماي

 .يدگرد
 3 قسمت يك چهارم انتهاييدر اين تحقيق 

به منظور جفت باز،  606با اندازه  ،pthAژن  پريم
 طراحيگرفت. جداسازي مورد استفاده قرار 

 pthAژن  كامل از ترادفبا استفاده آغازگر 
 .accession Nr)موجود در بانك ژن 

EF473086.1) جهت تسهيل در صورت گرفت .
هاي اقل بياني ترادفسازي در نفرايند همسانه
 5 در انتهاي XhoI/SalIآنزيمهاي  ممربوط به هض

 در نظر گرفته شدند. آغازگر  پريم
شامل  ميكروليتر 15در حجم  PCRواكنش 

 ميكروليتر PCR ،75/0 (10X)ميكروليتر بافر  5/1
 /.MgCl2، 3 ميلي مولار 50كلريد منيزيوم 

 5/1)، ميلي مولار dNTPs )10 ميكروليتر از 
 ΄5) پيش روميكروليتر آغازگر 

TAAAATGTCGACAATGCCACTCCCA
CCC 3΄  ) 5) پس روميكروليتر آغازگر  5/1 و΄  

TAAAATCTCGAGTTACTGAGGCAAT
AGCTC3΄) ،2/0 ميكروليتر )Unit/µl 5(  از

 ,Taq DNA Polymerase (Fermentas آنزيم

Pittsburgh PA, USA) 1  ميكروليترDNA قالب 
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تهيه شد.  دو بار تقطير بميكروليتر آ 3/8و 
واكنش در دستگاه ترموسايكلر با برنامه دمايي 

 35و  درجه سيلسيوس 94 دقيقه در 5شامل 
دقيقه، يك به مدت  درجه سيلسيوس 94 چرخه،

 72 ،دقيقه به مدت يك درجه سيلسيوس 60
 ثانيه و 30و يك دقيقه به مدت  درجه سيلسيوس

به  سدرجه سيلسيو 72 مرحله گسترش نهايي در
روي   PCR محصول دقيقه انجام شد. 10مدت 

 TAE(1X)    (40% همراه با بافر 1ز وژل آگار

mM Tris-acetate , 10 mM EDTA)  و با ولتاژ
الكتروفورز شد. استحصال باند مورد نظر از  100

-طبق دستور 6F1MBST روي ژل با استفاده از كيت

 .صورت پذيرفتالعمل شركت مربوطه 
در  pthAعه تكثير شده ژن سازي قطهمسانه

 قكلونينگ و طب T/Aبه روش   pTZ57R/Tناقل 
 ,Fermentas) سازنده دستورالعمل شركت

Pittsburgh PA, USA) .تأييد   صورت پذيرفت
هاي حاصله به روش سازي در كلونهمسانه

، هضم آنزيمي PCRآبي، كلني -غربال كلني سفيد
توسط پرايمر هاي  و همچنين تعيين ترادف

توسط شركت ژن اتوماتيك ونيورسال به روش ي
استخراج پلاسميد بر . صورت گرفت فن آوران

 Sambrook et) ها قليايي باكتريتخريب مبناي 

al., 1996) .انجام پذيرفت  
سازي پس از اطمينان از صحت قطعه همسانه

به  pthAشده در كلون منتخب، انتقال قطعه ژني 
زيمي صورت با هضم آن pET28aبياني پلاسميد 

  pthA-پذيرفت. براي اين منظور سازه هاي

                                                
1 DNA Extraction Kit, MBST, Iran 

pTZ57R/T  بياني به صورت جداگانه پلاسميد و
واكنش داده شده و پس  XhoI/SalIبا آنزيم هاي 

سازي قطعات مربوطه از از جداسازي و خالص
ناحيه در  pthAروي ژل آگاروز، الحاق قطعه ژني 

ناقل لي تكرار شش تايي هيستيدين اپاييني تو
 T4 DNAبياني با استفاده از واكنش آنزيمي 

ligase و سازه حاصله به روش  صورت پذيرفت
در  (Sambrook et al., 1996)شوك حرارتي

 .وارد گرديد E.coliباكتري  DH5αسويه 
به منظور بيان ژن توليد كننده پروتئين افكتور، 

، با pET28a-pthAسازه بياني حاوي ژن مربوطه، 
هاي مستعد  سويه ه سلولروش شوك حرارتي ب

BL21(DE3)   باكتريE. coli  جهت . شدمنتقل
بيان سازي توليد پروتئين در ميزبان باكتريايي، بهينه
-در شرايط مختلف دمايي، تحت تاثير غلظتژن 

7F ميلي مولار 1و  5/0 هاي مختلف

2IPTG  و در
مورد بررسي ساعت)  16و  6، 3(زمان هاي متغير 

. به منظور (Sadeghi et al., 2011) قرار گرفت
در باكتري در حالات  pthAارزيابي ميزان بيان ژن 

هايي برداشت شد و بر روي مختلف بياني، نمونه
اكريل آميد حاوي سديم دو دسيل پلي ژل

8Fسولفات

 قرار گرفت.  بررسيمورد  3
سازي سازي شرايط بيان، خالصپس از بهينه

با ي تحت شرايط طبيعپروتئين نوتركيب افكتور 
هاي نيكل استفاده از ستون آگاروز حاوي يون

لني كيك براي اين منظور ابتدا  صورت پذيرفت.
سازه حاوي   BL21(DE3)سويه  E. coliباكتري 

                                                
2 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 
3 sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) 
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pET28a-pthA  مايع در محيط كشتLB   داراي
ميكروگرم در ميلي  50(كانامايسين  بيوتيكآنتي
جذب شد تا  كشتساعت  2-4به مدت  ) ليتر

به منظور برسد.  4/0آن به  (OD 600nm) نوري 
 براي توليد پروتئين نوتركيب افكتور، القاء باكتري

IPTG  در حجم نهايي ميلي مولار 5/0با غلظت 
ساعت  16مدت افزوده گرديد و محيط كشت به 

انكوباتور در يلسيوس درجه س 30در دماي 
و با دور  درجه سيلسيوس 30دار با دماي  شيكر

  شد.  قرار دادهر دقيقه دور د 250همزن 
ابتدا ركيب، وتسازي پروتئين نبه منظور خالص

جداسازي سلول هاي باكترياي با انجام 
 20به مدت  دور در دقيقه  4000در وژ يفيسانتر

9Fته نشينصورت پذيرفت. قيقه د

به صورت   1
 .نگهداري شد سلسيوسدرجه  -20بانه در ش

كننده ستفاده از بافر ليز امعلق سازي رسوب با 
با  يتخريب ديواره سلولي باكترصورت گرفت و 

 150اولتراسونيك با توان از اموج صوتي استفاده 
اي با فواصل ثانيه 30دوره پنج به تعداد وات 
-سلولثانيه بر روي يخ صورت گرفت.  30مياني 

وژ يدقيقه در سانتريف 30مدت شده به تخريبهاي 
 با ودرجه سيلسيوس  چهار يدار با دمايخچال
و محلول رويي وژ يسانتريفدور در دقيقه  10000

سازي خالص سازي جداسازي شد.جهت خالص
10Fي ميل تركيبي نيكلبا روش كروماتوگراف

انجام  2
تاييد مرحله  .(Shahriyari et al., 2013) پذيرفت

اكريل سازي پروتئين توسط ژل پليبيان و خالص

                                                
1  Pellet 
2 Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography 
(IMAC) 

انجام و همچنين آزمون وسترن بلاتينگ  آميد
به منظور  .(Ausubel et al., 1995) گرفت

پلي ا شناسايي پروتئين نوتركيب بر روي غش
11Fوينيليدن ديفلورايد

 هاي اختصاصيباديز آنتيا 3
12Fدنباله شش تايي هيستيدين

4 (Abcam, 

Cambridge, USA)   .ظهور استفاده گرديد
باندهاي اختصاصي مربوط به پروتئين نوتركيب 

با افزودن  يستيدينشش تايي همتصل به ترادف 
NBT 13Fعامل اكسيد كننده

14F و سابسترات5

6BCIP  ، 
 صورت پذيرفت. 

 
 و بحث نتايج

تحت شرايط ليز قليايي  DNAاستخراج 
صورت پذيرفت و محصول فرايند استخراج بر 

) حاكي از الف-1  (شكل آگاروزروي ژل 
نوكلئيك حاصله مي باشد. اسيد خلوص بالاي 

سنجي در طيفبدست آمده توسط   DNAغلظت 
 محاسبه گرديد.   نانوگرم بر ميكروليتر 70حدود  

، واكنش pthAبه منظور جداسازي قطعه ژني 
PCR  انجام گرفت و سپسDNA بر  تكثير يافته

حاكي از حاصله نتايج . روي ژل آگارز بررسي شد
جفت  600اي در حدود جداسازي و تكثير  قطعه

 ب). -1باز بود (شكل
هيت قطعه تكثير شده، با به منظور تاييد ما

در   BamHIتوجه به وجود سايت برشي آنزيم 
قطعه ژني، محصول  459محل نوكلئوتيد شماره 

                                                
3 Polyvinylidene difluoride (PVDF) 
4 Anti-6X His tag® antibody [4D11] 
5 nitro blue tetrazolium    
6 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 
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با آنزيم برشي مذكور واكنش داده شد.   پي سي ار
محصول هضم آنزيمي بر روي ژل الكتروفورز 

هاي  به طول DNAحاكي از وجود  دو قطعه 

د صحت مي باشد كه مويجفت باز  147  و 459
 ).ج -1(شكل قطعه تكثير شده مي باشد اندازه
 

 

چاهك  Xanthomonas citri subsp. citriباكتري  88اي ژنومي سويه  ان الف: استخراج دي  -1شكل 

 جفت بازي محصول شركت  100: نشانگر مولكولي 2اي استخراج شده باكتري. چاهك  ان دي : 1

.Fermentas جفت  100: نشانگر 1بر روي ژل الكتروفورز. چاهك   ب: محصول واكنش پي سي ار

. BamHIبا آنزيم  pthAج: برش قطعه ژني  جفت باز. 606  با طول تقريبي pthA: ژن 2بازي. چاهك 

: محصول پي 3. چاهك Ladder 100 bp: 2. چاهك BamHIبريده شده با pthA: قطعه ژني 1چاهك

 بريده نشده.  pthAسي ار  قطعه ژني 
Figure 1- A: Extraction of DNA from strain 88 Xanthomonas citri subsp. citri, lane1: 
DNA extracted from bacteria. Lane 2: 100 bp molecular ladder. B: PCR product on 
agarose gel. Lane 1: 100 bp molecular ladder, lane 2: PthA gene with length around 606 
bp. C: Digestion of pthA amplified fragment with BamHI enzyme. Lane 1: pthA 
fragment digested with BamHI, lane2: 100 bp ladder, lane 3: undigested pthA fragment.  

459 bp

147 bp

606 bp

۳   ۲       ۱    

ج
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 ،pthAپس از تكثير و جداسازي قطعه ژني 

باند مربوطه از روي ژل آگاروز جداسازي و 
همسانه   pTZ57R/Tخالص گرديده و در ناقل 

سازي گرديد. به منظور بررسي صحت فرايند 
در مورد  PCRهمسانه سازي، آزمون كلني 

تعدادي از كلني هاي انتخاب شده صورت 
ود قطعه پذيرفت كه نتيجه حاصله حاكي از وج

ژني مربوطه در تعدادي از نمونه هاي انتخاب 
). صحت وجود الف-2گرديده مي باشد (شكل 

قطعه مورد نظر در كلون هاي انتخاب شده با 
انجام آزمون هاي تكميلي هضم آنزيمي (شكل 

) و همچنين تعيين ترادف مورد تاييد قرار ب-2
، NCBIگرفت. همترازي ترادف منبع اطلاعاتي 

درصد)  95-100جود تشابه بسيار بالا (حاكي از و
در ترادف اين قطعه ژني در سويه ها و يا حتي 
گونه هاي مختلف زانتاموناس مي باشد. اين 
تشابه به دليل اهميت وجود ساختار محافظت 
شده اين پروتئين براي ايفاي نقش اساسي آن در 
فرايند بيماري زايي به عنوان پروتئين افكتور مي 

 Shiotani  et al., 2007, Nino-Liu et)  باشد

al., 2006) . اين ساختار به نحوي در بين باكتري
هاي گرام منفي محافظت شده مي باشد كه گاها 

زاي گياهي مي  باكتري هاي بيماري PthAپروتئين 
هاي جانوري نيز ايفاي نقش  توانند در سلول

  .(Mudgett 2005)نمايند 
بياني به ناقل    pthAانتقال قطعه ژني 

pET28a  و ج-2با انجام هضم آنزيمي (شكل (
الحاق مجدد صورت پذيرفت. تاييد فرايند 

و  PCRهمسانه سازي با انجام آزمون هاي كلني 

مجدد صورت پذيرفت. ناقل بياني هضم آنزيمي 
pET28  به منظور توليد پروتئين هاي نوتركيب در

گيرد. اين  ميزبان باكتريايي مورد استفاده قرار مي
پلاسميد داراي ترادف هاي كد كننده دنباله 

15Fهيستيدين

مي باشد كه مي تواند به صورت   1
پريم ژن خارجي  3پريم و يا  5متصل به نواحي 

باشد. وجود اين ترادف باعث تسهيل فرايند 
خالص سازي پروتئين نوتركيب با استفاده از 

 Berlec et)ستون هاي حاوي يون نيكل مي گردد 

al., 2006). 

                                                
1 6His-tag 
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 bp2886

 bp606  

2      1

الف

bp500 

bp3000

bp606 

bp5369
bp5975

4         3           2         1

ب ج

۲    ۱

الفب
 

. pthAجهت جداسازي كلون هاي حاوي قطعه ژني  ار سي پيالف: نتايج آزمون كلوني  -2شكل 

. pthA: كلون فاقد قطعه ژني 4. چاهك pthAهاي داراي قطعه ژني  : كلون 3و  2، 1چاهك هاي 

از پلاسميد  pthAجفت بازي. ب:  هضم آنزيمي به منظور جداسازي قطعه ژني  100: نشانگر 5چاهك 

pTZ57R/T  واكنش هضم آنزيمي 2جفت بازي. چاهك  100: نشانگر 1داراي اين قطعه ژني. چاهك :

، ج: جدا شدن قطعه ژني pthAسازي قطعه ژني  و جدا pthAداراي قطعه ژني  pTZ57R/Tپلاسميد 

pthA  در اثر هضم آنزيمي پلاسميدpET28a-pthA 2جفت بازي. چاهك  1000: نشانگر 1. چاهك :

: پلاسميد 4. چاهك pET28aو پلاسميد  pthA: قطعه ژني جدا شده 3جفت بازي. چاهك  100نشانگر 

 نوتركيب هضم نشده
Figure 2- A: The product of colony PCR for selection of clonies harbouring pthA gene. 
Lanes 1, 2 and 3: positive clonies harbouring pthA gene, lane 4: empty clone, lane 5: 100 
bp molecular ladder. B: Double digestion of pTZ57R/T-pthA construct for isolation of 
pthA gene. Lane 1: 100 bp molecular ladder, lane 2: Isolation of pthA gene from 
pTZ57R/T-pthA by double digestion of construct. B: Double digestion of pET28a-pthA 
for isolation of pthA gene, lane 1: 1000bp molecular ladder, lane2: 100 bp molecular 
ladder, lane 3: isolated fragment of pthA from pET28a-pthA, lane 4: undigested 
pET28a-pthA construct. 
 
 

به سويه  pET28-pthA پلاسميد نوتركيب 
منتقل شد و  E. coliباكتري   BL21(DE3)بياني 

انداز تحت راه IPTGتوليد پروتئين افكتور توسط 
lac  صورت پذيرفت. در طي مراحل مختلف بيان

هايي برداشت و خالص سازي پروتئين، نمونه
گرديده و اين روند با انجام الكتروفورز پروتئين 

نتايج  الف).-3زيابي قرار گرفتند (شكل مورد ار
 PthAپروتئين  توليدمربوطه نشان مي دهد كه 
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تحت تاثير تيماري هاي مربوطه تغيير قابل 
نتايج تحقيقات قبلي بر  توجهي نشان نداده است.

در شرايط مختلف متفاوت روي پروتئين مشابه 
بوده است به نحوي كه گاها ميزان توليد تحت 
تاثير تيمار هاي مشابه متغير و يا يكسان بوده 

توليد پروتئين در . (Zhao et al.,2001) است
ميزبان هاي خارجي به صورت نوتركيب از 
مهمترين راهكارها در مطالعات مربوط به بررسي 

بيل توليد آنتي نقش پروتئين و ساير موارد از ق
 Ariannejad)بادي هاي اختصاصي مي باشد 

etal., 2012; Papzan and Shahpiri 2012). 
هاي نوتركيب در ميزبان هاي  عموما بيان پروتئين
هايي همراه مي باشد. اين  خارجي با چالش

مشكلات به دليل عدم تطابق كامل بيان و يا 
ان فولدينگ پروتئين خارجي در سيستم بياني ميزب

 .(Rosano & Ceccarelli, 2014)جديد مي باشد 
 .Eدر باكتري  PthAدر خصوص توليد پروتئين 

coli  به نظر مي رسد كه با توجه به تشابه نوع
ميزبان، كه هر دو پروكاريوتيك مي باشند، مشكل 
خاصي در بيان ژن مربوطه ايجاد نگرديده است 
ولي با توجه به اينكه پروتئين مذكور در حالت 
اصلي از سلول باكتري خارج مي گردد، توليد آن 

پلاسميك بهتر انجام خواهد  تحت شرايط پري
 گرديد.

در اين تحقيق ناحيه يك چهارم انتهايي 
براي جدا سازي ژن مربوطه و  PthAپروتئين 

توليد پروتئين در نظر گرفته شد. تحقيقات قبلي 
قسمت داراي نواحي نشان داده است كه اين 

16Fلوسين زيپر

مي باشد كه باعث اتصال پروتئين  1
اين مي گردد. همچنين  DNAبه مولكول هاي 

17Fترادف هاي جاگيري در هسته داراي  قسمت

و  2
18Fناحيه فعال كننده رونويسي

باشند كه منجر به  مي 3
ايفاي وظايف مهمي در فرايند بيماري زايي مي 

 Shiotani et al., 2007, Yang and))گردند 

Gabriel, 1995)كه ناحيه انتهايي شده خص . مش
بيشترين شانس را براي  PthAكربوكسيل 

نقش بنابراين و دارد قرارگرفتن در سطح پروتئين 
پروتئين دارا مي -مهمي را در اتصالات پروتئين

واكنش فوق حساسيت  ءدر القااين پروتئين  .باشد
 ,Zhao et al)در مركبات نقش اساسي دارد 

نقش هاي حياتي اين بنابراين با توجه به . (2001
و  در فرايند بيماري زايي، توليداز پروتئين قسمت 

بادي  اين قسمت به منظور تهيه آنتي خالص سازي
 .صورت پذيرفت هاي اختصاصي 

هاي باكتري و آزاد پس از تخريب سلول
هاي سلولي، جداسازي و خالص سازي پروتئين

سازي پروتئين نوتركيب متصل به دنباله 
استفاده از ستون آگاروز حاوي ذرات هيستيدين با 

نيكل صورت پذيرفت.  نتايج بيان و خالص 
حاكي از بيان  ،سازي پروتئين نوتركيب افكتور

مناسب اين پروتئين در ميزبان باكتريايي و 
باشد خلوص بالاي آن در نمونه خالص شده مي

 ).4(شكل 

                                                
1 leucine zipper 
2 nuclear localization signal 
3 transcriptional activation domain 
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 þ      Þ     ý      Ý       ð      Ð   ¦

Ðý kDa

¦ ý kDa

 الف

۳       ۲       ۱

 

ب

Ýž kDa
ðý kDa

¦ ý kDa

 
A B 

: 1. چاهك SDS- PAGEختلف القايي بر روي ژل در شرايط م pthAبررسي بيان ژن الف:  -3شكل 

ساعت پس از سه ميزان بيان : 3. چاهك از القاءقبل : نمونه 2. چاهك كيلودالتون 170 نشانگر پروتئيني

. چاهك ميلي مولارIPTG ،1ساعت پس از القاء با  3بيان : 4. چاهك ميلي مولار IPTG ، 5/0القاء با 

 ساعت پس از القاء با 6بيان : 6. چاهك ميلي مولار IPTG  ،5/0ساعت پس از القاء با  6بيان : 5

IPTG، 1 ساعت پس از القاء با  16بيان : 7. چاهك ميلي مولارIPTG ،5/0 بيان : 8. چاهك ميلي مولار

 .ميلي مولار IPTG 1ساعت پس از القاء با  16

. نشانگر پروتئيني: 1ن. چاهك ب: آزمون وسترن بلات با استفاده از آنتي بادي اختصاصي دنباله هيستيدي

ساعت و توليد پروتئين شش به مدت   ميلي مولار IPTG 1بعد القاء با   pthA: بيان قطعه ژني 2چاهك 

 .IPTG: قبل از افزودن 3چاهك  .كيلودالتون 26 مربوطه به طول 
Figure 3- A: Assessment of expression of pthA gene in different inducing environments. 
Proteins were analyzed by SDS-PAGE. Lane 1: 170 kDa protein marker.  Lane 2: non-
induced cells, lane 3: expression 3 hour after induction by 0.5 mM IPTG, lane 4: 
expression 3 hour after induction by 1 mM IPTG, lane 5: expression 6 hour after 
induction by 0.5 mM IPTG, lane 6: expression 6 hour after induction by 1 mM IPTG, 
expression 16 hour after induction by 0.5 mM IPTG, lane 8: expression 16 hour after 
induction by 1 mM IPTG. B: western blot analysis by applying anti his tag antibody. 
Lane 1: prestained marker, lane 2: expression 6 hour after induction by 1 mM IPTG, 
Lane 3: non-induced cells.  
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با مقايسه باند پروتئين خالص با باندهاي 

وزن پروتئين پروتئين،  نشانگرموجود در 
كيلو دالتون تعيين  26در حدود  افكتورنوتركيب 

ه پروتئين مربوط ب 2/22كه از اين مقدار  گرديد
اصلي و مابقي مربوط به دنباله متصل به پروتئين 

ميزان پروتئين  ناشي از پلاسميد بياني مي باشد.
حاصله با انجام مقايسه با پروتئين استاندارد 

19Fآلبومين سرم خون

ميكروگرم بر  100در حدود  1
توليد پروتئين بصورت  ليتر تخمين زده شد. ميلي

له مرسوم ترين نوتركيب در سلول باكتري از جم
ها براي توليد مقادير مورد نياز در امور روش

 & Rosano) تحقيقاتي و يا تجاري مي باشد

Ceccarelli, 2014).  جهت استفاده از اين سيستم
هاي خارجي در ميزبان باكتري استفاده بيان ژن

موارد متعدد براي توليد پروتئين نوتركيب استفاده 
 ,  Safarpur et al., 2012)گرديده است 

Shahriari et al., 2013 ).  20ژائوF

و همكاران در  2
به منظور توليد آپتامر هاي اختصاصي  2001سال 

، اين پروتئين را به صورت كامل و PthAبر عليه
آمينواسد  100همچنين ناحيه انتهايي كربوكسيل (

را در ميزبان باكتريايي بيان و خالص  انتهايي)
ن پروتئين ها منجر به سازي نمودند. استفاده از اي

آمينواسيد  7توليد آپتامرهايي پروتئيني با طول 
، توانست باعث in vivoگرديد كه در آزمايشات 

 Zhao)جلوگيري از فعاليت پروتئين افكتور گردد

et al., 2001).  اين تحقيق براي اولين بار ژن

                                                
1 Bovine serum albumin (BSA) 
2 Zhao 

pthA  از سويه ايجاد كننده فرمA*  بيماري شانكر
بيان گرديده و خالص سازي مركبات جداسازي و 

پروتئين مربوطه به صورت نوتركيب صورت 
مي تواند  PthAپروتئين نوتركيب پذيرفت. توليد 

-به منظور انجام واكنش هاي تداخل ميزبان
21Fپاتوژن

براي توليد آنتي بادي هاي و همچنين  3
مونوكلونال نوتركيب و به منظور ايجاد مقاومت 

اومت وابسته به بر عليه بيماري با استراتژي مق
22Fپلانتي بادي

 مورد استفاده قرار گيرد.  4

                                                
3 Plant-microbe interaction 
4 Plantibody-mediated resistance 
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سازي پروتئين افكتور به صورت نوتركيب متصل به دنباله شش تايي هيستيدين بر خالص  -4شكل  

 نشانگر: 2كيلو دالتون. چاهك  26با وزن  PthA: پروتئين تخليص شده  1روي ستون نيكل. چاهك 

 .وزن مولكولي پروتئين
Figure 4- Purification of efector protein as fussed to 6His tag on nickel column. Lane 1: 
Purified pthA protein with molecular weight around 26 kDa. Lane 2: protein molecular 
ladder. 
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Abstract 

 
The citrus bacterial canker is among the most important diseases in Mexican lime 

gardens in southern area of Iran. The disease is caused by Xanthomonas citri subsp. citri 
(Xcc). The PthA bacterial protein, as an effector protein, is crucial in pathogenesis pathway. 
Inhibition of its functions through antibody could lead to suppression of disease in plant. The 
present study was performed for isolation and expression of pthA gene and purification of 
PthA recombinant protein. For this aim the specific primers were designed for isolation of 
606 bp of hydroxyl terminal of this gene followed by PCR amplification and cloning into 
pTZ57R/T vector. The coding sequence of truncated pthA was inserted to pET28a bacterial 
expression vector as a C-terminal fusion to 6XHis tag. Production of recombinant protein was 
performed in BL21(DE3) strain of E. coli. The purification was done under native condition 
through affinity chromatography on nickel column. Total yield was assessed by SDS-PAGE 
and western blotting analysis. The results confirmed production of PthA recombinant protein 
with molecular weight around 26 kDa. The purified recombinant protein could be used as an 
antigen for production of recombinant monoclonal antibodies.  
 Key words: Citrus bacterial canker, Xanthomonas citri subsp citri , recombinant protein, 
PthA, effector protein. 
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