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23/10/1396، تاريخ پذيرش: 16/08/1396تاريخ دريافت:   

  چكيده

سط باكتري      شانكر باكتريايي مركبات تو . شود ايجاد مي Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc)بيماري 
يايي را  هاي باكتراي است كه پروتئين سيستم ترشحي نوع سه اين باكتري داراي يك ساختار خارج سلولي رشته        

ه توسط ژن  جزء اصلي تشكيل دهنده پيلوس مي باشد ك    (HrpE)پروتئين پيلين كند. به داخل سلول گياه وارد مي 
HrpE ــود.كد مي ــي عليه پروتئين پيلين مي  پادتنتوليد  ش ــاص ــايي گياهان آل اختص ــناس وده و تواند به منظور ش

با  HrpEســازي پروتئين فعالهمچنين به عنوان منبع ژنتيكي مقاومت عليه بيماري مورد اســتفاده قرار گيرد. غير
 HrpE ژن يانتواند منجر به سركوب بيماري در گياه شود. هدف از اين تحقيق جداسازي و ب  مي پادتناستفاده از  

اختصاصي    با استفاده از آغازگرهاي  HrpEسازي پروتئين حاصل از آن بود. براي اين منظور، قطعه ژني   و خالص
يه و در سو  (+)pET28aر ناقل صورت نوتركيب د بهاين ژن سازي شد. بيان   همسانه  pTZ57R/Tجدا و در ناقل 

Rosetta  باكتريEscherchia coli  شد. بهينه هاي مختلف، سازي توليد پروتئين نوتركيب تحت تاثير زمان انجام 
شترين مقادير بيان   هاي مختلف القادماي نگهداري و همچنين غلظت سي قرار گرفت. بي در دماي  كننده مورد برر

ــيوس و طي زمان  درجه 30 ــلس ــاع 16س ــت آمد. خالصمولار بهيك ميلي IPTGت و با س ــازي پروتئين دس س
هاي زمونبا استفاده از روش كروماتوگرافي تمايلي بر روي ستون نيكل صورت پذيرفت. نتايج آ    HrpEنوتركيب 

ستفاده از     الكتروفورز پروتئين و سترن بلاتينگ با ا صحت بيان و خالص    پادتنو صي،  صا سازي پروتئين  هاي اخت
ي  ــده مي      نوترك يد شـ يب تول يد قرار دادند. پروتئين نوترك تاي به عنوان آنتي  ب پيلين را مورد  ند  يد  توا ژن براي تول
  مورد استفاده قرار گيرد. ايهمسانه چندو  ايهمسانه تكتخصصي  هايپادتن

  .پيلوس ،HrpE، ژن 3: شانكر باكتريايي مركبات، پروتئين نوتركيب، سيستم ترشحي تيپ كلمات كليدي
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  دمه مق

ــولات از مركبات، ــتراتژيك باغي محص  ايران اس

ست  شور با  باغي توليدات بين در را اول مقام كه ا  ك

ميليون تن  3/4هزار هكتار و  268ســطح زيركشــت 

با توجه به  ).Ebrahimi, 2009( ســال داردتوليد در 

سهم ايران     شت مركبات،  صد  7/3 سطح زير ك از   در

يد مركبات جهان    ــد مي تول توليد   كه اين ميزان  باشـ

ست ايران    شده ا در مركبات رتبه هفتم توليد  باعث 

  .)FAO, 2014( دهدرا به خود اختصاص  جهان

بات      يايي مرك باكتر ــانكر  ماري شـ  مهم هاي از بي

 Xanthomonasكه توســـط باكتري اســـت تمركبا

citri subsp. citri (Xcc) شود ايجاد مي )Shaad et 

al., 2006( .باكتري در   ميزبان  ليموترش از هاي اين 

ــت ايران جنوب     ,.Khodakaramian et al( اســ

بيماري شـــانكر مركبات اولين بار در اواخر . )1999

ــرح آن   ــد و ش ــطقرن نوزده در ژاپن ديده ش  توس

Clara Hasse )1915(  پس از ورود به آمريكا نوشته

ــد  ,.Shaad et al., 2005; Schoulties et al( شـ

در در ايران بيماري شانكر مركبات اولين بار  ).1987

توســـط عليزاده و رحيميان در كهنوج  1369ســـال 

  ).Alizadeh and Rahimian, 1990( شدگزارش 

 هاي مختلفيداراي پاتوتيپ مركباتشانكر  عامل 

ــت كه روي گونه  ) wAو  A ،*A(پاتوتيپ    هاي  اسـ

ستند. مركبات بيماري شار جهاني   Aپاتوتيپ  زا ه انت

شته و به خاطر قدرت تهاجم زياد و دامنه ميزباني   دا

 .ستاوسيع بيشترين توجه را به خود اختصاص داده   

محدود  نظر دامنه ميزباني   از  wAو  A* هاي پاتوتيپ  

 .هستند Aپاتوتيپ ولي از نظر نوع علائم مشابه  بوده

يا  ــ ماري در ايران روي ميوه   )A*( ييفرم آسـ اين بي

ــت ليموترش  ــده اس  ,.Roohani et al( گزارش ش

س  شانكر  ).2012 ساس  ارقام يرو مركبات ييايآ  ح

شك    برگ، زشير به منجر  زشير شاخه،  يدگيسرخ

سندي و ، وهيم هنگام زود  متيق كاهش كاهش بازارپ

ــوديم وهيم  Gottwald et al., 2002; Graham( ش

et al., 2004; Duan et al., 1999 .(  

ماري  تاثير      باكتري زايي در معمولا بي حت  ها ت

نده كنترل هاي ژن ماري  كن كه در    مي زاييبي ــد  باشـ

سترهاي  سي توالي   باي قرار دارند. ژن بزرگ كلا برر

ــترهــاي ژني   هــا، انواع مختلف بــاكتري  در كلاسـ

 لخيدهاي ژنو  نواحي نيابين  زياديهاي شــباهت

در  هاي دخيلژن شود. ميديده  تاژك يريگشكل  در

بسيار از جمله نواحي  سه نوع پروتئينترشح  سيستم

ــده  ــميمحافظت ش  فرآيندكه نقش مهمي در  دنباش

رند  دازاي گياهي  هاي بيماري  زايي در باكتري بيماري 

فاكتور       قال  عث انت با ماري   و  به درون  هاي بي زايي 

 ;Cornelis et al., 2000( شود هاي گياهي ميسلول 

Mokhtari et al., 2015.(      شحي ستم تر سي نوع در 

ــه، انتقال پروتئ  ــلول   ينسـ به درون سـ هاي افكتور 

ــاختار  ــط يك س ــكل تحت گياهي توس ــرنگي ش س

توزوم           ك ج ن ي نوان ا مي ع ــورت  يرد.  صـ خش  پــذ  ب

شامل اينجكتوزوم عمد سلولي خارج ست  پيلوس تا   ا
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ــورت به كه قادر به نفوذ در  طويل و نازك ايميلهص

ــلولي  ــتگياه   متخلخل ديواره سـ  ,Koebnik( اسـ

ــلي پيلوس، پروتئين جز ).2005  HrpE پيلين اصـ

سيله    ست كه به و  شود كد مي HrpE ي قطعه ژنيا

)Buttner and Yang, 2009.(   عه ژني  282اين قط

سبب عدم تشكيل   آن  در موتاسيون  و نوكلئوتيد دارد

ــا        واكنش فوق     پيلوس و عــدم ايجــاد بيمــاري ي

تشكيل پيلوس در  بنابراين .شودمي )HRحساسيت (

باكتري ضـــروري  -هاي تحت كنترل گياهكنشبرهم

  ).Weber et al., 2005( است

ستفاده   يهاراهبرد انيم در  تيريجهت مددر مورد ا

قاوم  دي تول ي،مار يب  هاي روش نيموثرترجز  رقم م

ــد  مي يمار يب يريگشيپ نابع      .باشـ به م يابي  ــت دسـ

مت ژنتيكي از راه   قاو ها  م قام    ي مهمكار يد ار در تول

ست مقاوم به بيماري  ). Safarnejad et al., 2011( ا

بال       قاوم علاوه بر غر قام م يد ار نابع  در تول گري م

هــاي پــادتنتوان از ژنتيكي مقــاومــت موجود، مي

ــي بر عليه پروتئين ــاص ــرورياختص پاتوژن  هاي ض

ستفاده كرد  ساس  ). Swarup et al., 1992( ا بر اين ا

صلي كه در ايجاد   HrpEپروتئين  با توجه به وظيفه ا

ــب در تواند به عنوان گزينهبيماري دارد، مي اي مناس

يان هترولوگ          ــود. ب ته شـ كار گرف مت ب قاو جاد م اي

  بررسي به مربوط مطالعات درپروتئين نوتركيــب        

هاي اختصــاصــي  باديآنتي توليد و پروتئين نقش

سير راه مي شد   تواند در اين م شا با  Ariannejad( گ

et al., 2012.(          بنــابراين هــدف از اجراي تحقيق
                                                           

1
 Luria broth 

سازي و  ، خالصHrpEحاضر، جداسازي و بيان ژن   

توليد انبوه پروتئين ژن مذكور بوده است. از پروتئين 

 به يبعد يهاپژوهشنوتركيب توليد شده ميتوان در  

سانه  تك پادتنتوليد منظور  صي     ايهم صا براي اخت

ايجاد گياهان تراريخته     ايجاد مقاومت به بيمارگر با       

 استفاده نمود.

  

 هامواد و روش

  ي باكتري و وكتورهاسويه

ــويه   باكتري  X. citri subsp. citriباكتري 88س

E. coli DH5α   سميد شده از    pET28aو پلا (تهيه 

ست       سي ژنتيك و زي شگاه ملي مهند سيون پژوه كلك

  .ورد استفاده قرار گرفتندمفناوري) 

 باكتري DNAاستخراج 

مايع   10باكتري در    به   1LBميلي ليتر محيط 

 28با دماي  دارشيكر انكوباتور در  ساعت  16مدت 

دور در دقيقه كشت شد. به    150و  سليسيوس  درجه 

 اســتخراج كيت باكتري از DNAاســتخراج  منظور

)Bioneer, Daejeon, South Korea(  ــق ــاب ــط  م

ستورالعمل مربوطه   شد.    د ستفاده   يDNAكيفيت ا

ستخراج  ستفاده از ژل آگارز  يا صد  با ا مورد  يك در

  بررسي قرار گرفت.

 اي پليمرازواكنش زنجيره تكثير به روش

جداســــازي ژن      هت  تدا   ،HrpEج غازگر  اب آ

اختصــاصــي ژن مربوطه با اســتفاده از منابع بانك   



  )1397بهار، 1، شماره 10مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره 

٣٨  

Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

سهيل  و به منظور  شد طراحي  NCBIاطلاعاتي  در ت

سايت  ر بياني، قطعات در وكتوسازي  همسانه  فرآيند

ــي مربوط ب ــي هاه آنزيمبرش  در Xho1/Sal1ي برش

ــ واردرو پسرو و پيش يآغازگرها   5' ينواح  د.شـ

ــد، كه ميكروليتر  15در حجم  PCRواكنش  انجام ش

ــامــل   PCR )X10(  ،7/0بــافرميكروليتر  5/1شــ

تر          ي ل كرو ي يم         م يز ن م لريــد  لي     50ك ي  3/0 ،مولار م

مولار، يــك ميلي 10 بــا غلظــت dNTP ميكروليتر

رو رو و پسميكروليتر از هركدام از آغازگرهاي پيش

ــر  ــازگـ ــــــــــــــــــــش (آغـ ــيـ -3'رو پـ
TAAAATGTCGACAAATGGAATTATTA

CCG-'5 ــر پ ــازگـ -3'رو ســـــــــو آغـ
TAAAATCTCGAATTACTGGCCAACGG

CTG-'5،(   يك ميكروليتر DNA    10الگو با غلظت 

  DNA Polymeraseميكروليتر آنزيم 2/0نانوگرم و  

Taq (Fermentas, Pittsburgh PA, USA)  .بود 

قه در  با  اي پليمرازواكنش زنجيره ماي  پنج دقي  د

در (يك دقيقه شامل سيكل   40، درجه سلسيوس   94

ــيوس 94دماي  ــلس در دماي  ، يك دقيقه دردرجه س

ــيوس  60 ــلس درجه  72دماي  ثانيه در 45، درجه س

سيوس) ده دقيقه   سيوس    72دماي در  سلي سل درجه 

ــد.انجام  ــول واكنش به  PCRبعد از انجام  ش محص

له  ــي يك    وسـ گارز  ي روش الكتروفورز روي ژل آ

شد.      سازي  صد جدا نظر از روي ژل با باند مورد در

طبق دستور العمل    استخراج از ژل و  استفاده از كيت 

ــركــت مربوطــه  Bioneer, Daejeon, South( شـ

Korea( شد. سازي خالص  

 PTZ57R/Tدر وكتور سازي همسانه

بر روي ژل آگارز،  PCRمحصــول تأييد پس از  

شده ژن   به  PTZ57R/Tدر ناقل  HrpEقطعه تكثير 

نگ و   T/Aروش  نه  كلوني ــا ــازي همســ طبق ســ

ــازنده ــركت س ــتورالعمل ش  InsTAcloneTM( دس

PCR Cloning Kit, Fermentas, Vilnius, 

Lithuania(  .سازي، به روش تأييد همسانهانجام شد

ــال   ــط آغازگرهاي يونيورس  T7)تعيين ترادف توس

promoter)    (تهران، ايران) ــركت فزاپژوه ــط ش توس

ــميد بر مبناي كيت        ــتخراج پلاسـ ــد. اسـ انجام شـ

)Roche, Mannheim, Germany(   و طـــبــق

  دستورالعمل شركت مربوطه صورت گرفت.

 pET28a (+)در وكتور بياني سازي همسانه

ــميد بيان    HrpEانتقال قطعه ژني      (+)ي به پلاسـ

pET28a شد. براي اين منظور  صورت  به زير انجام 

ــازه  pET28a (+)و  pTZ57R/T-HrpEي هــاســ

شي  صورت  به  برش Xho1/Sal1جداگانه با آنزيم بر

شد  سازي، قطعه مربوطه از روي  ندداده  . پس از جدا

ــازي خالص  ژل آگارز   HrpEو الحاق قطعه ژني   سـ

ــش ــتيدين در ناحيه پاييني توالي تكرار ش تايي هيس

ــتفاده از واكنش آنزيمي       T4 DNAناقل بياني با اسـ

ligase    سازه به  pET28a-HrpEصورت پذيرفت و 

سويه     شوك حرارتي به  وارد  E.coli DH5αروش 

  .)Sambrook et al., 1996( شد

 بررسي بيان پروتئين نوتركيب

ــي جهت    نده پيلوس در    بررسـ يدكن يان ژن تول ب

ــرايط مختلف دمايي  ميزبان باكتريايي، بيان ژن در ش
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ظت   حت غل يك ميلي  5/0 ي مختلفها و ت مولار و 

IPTG  مان عت مورد    16و  6، 3ي ها و در ز ســـا

ــي قرار گرفت   به   ).Sadeghi et al., 2011(بررسـ

يان ژن    يابي ميزان ب باكتري در   HrpEمنظور ارز در 

ني، از روش          بيــا لف  ت خ م   SDS-PAGEحــالات 

ميد آاســتفاده شــد. براي اين منظور ژل پلي اكريل   

ستفاده قرار گرفت  12% و در نهايت به روش  مورد ا

 ,.Surendran et al( آميزي شــدكوماســي بلو رنگ

2015.(  

 پروتئين نوتركيبسازي خالص

ــازي خــالص   پس از    پروتئين نوتركيــب        ســ

ــازي بهينه ــرايط طبيعي با س ــرايط بيان و تحت ش ش

ي نيكل صورت هااستفاده از ستون آگارز حاوي يون

 E.coliابتدا كلني باكتري    ،پذيرفت. براي اين منظور  

در  pET28a-HrpEحاوي ســـازه  Rosettaســـويه 

بيوتيك كاناميسين  حاوي آنتي LBمحيط كشت مايع  

ســـاعت  2-3ميكروگرم در ميلي ليتر) به مدت  50(

 4/0آن به  (OD 600nm)تا جذب نوري  شد كشت  

قا    به منظور ال ــد.  يد پروتئين    ءبرسـ باكتري براي تول

يب،   يك ميلي       IPTGنوترك هايي  ظت ن مولار با غل

شد    ضافه  شت به مدت   ا ساعت در   16و محيط ك

دور  250وباتور بادر انكو  سلسيوسدرجه  30دماي 

ــدقرار در دقيقه  ــت زمان مورد . داده ش پس از گذش

ــلول  نظر،  ــازي سـ جام      ها جداسـ با ان يايي  باكتر ي 

دقيقه  20يقه به مدت دور در دق 4000سانتريفيوژ در 

                                                           

1
 6×his-tag 

سوب     شد. ر درجه  -20شبانه در  صورت  بهانجام 

ســازي رســوب با ســلســيوس نگهداري شــد. معلق

ــتفاده از بافر ليزكننده ا ــورت گرفت و تس خريب ص

ــلول ــوتي   باكتري يديواره س ــتفاده از امواج ص با اس

ــونيك با توان  دوره  هفتوات به تعداد  200اولتراس

ــل مياني    ثانيه   10 بر روي يخ  ،ثانيه   10اي با فواصـ

 30ي تخريب شده به مدت  هاصورت گرفت. سلول  

ــانتريفيوژ يخچال دار با دما    دقيقه  درجه   4 يدر سـ

تريفيوژ ندور در دقيقه سا  10000ر و با دو سلسيوس  

استفاده در ستون داراي و محلول رويي جهت شدند 

شد.     )2Ni+(نيكل رزين  سازي  كه با توجه به اينجدا

ــده در انتهاي آميني خود داراي    قطعه ژني كلون شـ

ــتيدين ــش تايي هيس ــت، پروتئين بيان  1 دنباله ش اس

توان آن را  ميو است راه با اين دنباله مه HrpEشده 

كروماتوگرافي و با اســتفاده از ســتون داراي  توســط

كل   et  Shahryari( تخليص كرد) 2Ni+( رزين ني

al., 2013.(     يد يان و    تأي له ب ســـازي خالص مرح

ــط ژل پلي آميد و همچنين آزمون اكريلپروتئين توس

 ).Ausubel et al., 1995( وسترن بلاتينگ انجام شد

  His-tagرديابي پروتئين نوتركيب متصل به   منظوربه

ــپس  anti His-tagاوليه   پادتن از  ثانويه    پادتن و سـ
APMGA   ستفاده صي     .شد ا صا ظهور باندهاي اخت

مربوط به پروتئين نوتركيب متصــل به ترادف شــش 

فزودن        ــا ا ين ب تيــد ــ هيسـ يي  تراي    تــا ــ ــوبسـ سـ

 صورت پذيرفت.  )BCIP/NBT(2 نيتروبلوتترازوليوم

2
 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/Nitro blue 

tetrazolium (BCIP/NBT) 
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   بحثنتايج و 

كه پيلوس در        ياتي و مهمي  به نقش ح جه  با تو

ــه ــانكر دارد، پروس ــازي وي بيماري ش تكثير  جداس

حد      نده زير وا كدكن عه ژن  جام  ي اين ملكول ها قط ان

ستخراج  شد.   شد از كلني DNAپس از ا يافته، هاي ر

ــتفاده از اي پليمراز زنجيرهواكنش  آغازگرهاي با اسـ

صي ژن     صا شد. باند مربوط به ژن   HrpEاخت انجام 

ــده ــد بر روي ژل آگارز  تكثير ش ــي يك درص بررس

تكثير  شـــد. نتايج حاصـــله حاكي از جداســـازي و

قطعه   ي. اندازه جفت باز بود   282ي در حدود  اقطعه 

 كر ملكولي استاندارد تائيد شد  راز طريق مقايسه با ما 

   ).الف -1(شكل

  آگاروز لژ روي از مربوطه قطعه ژني تكثير يافته

. شد سازيهمسانه pTZ57R/T ناقل در و جداسازي

تعيين ، سازي همسانه فرايند  صحت بررسي منظور به

جام و  ترادف  يد    مورد ان فت. همترازي   تأي قرار گر

 اطلاعاتي هاي موجود در بانكمذكور با تواليترادف 

سيار بالا (   NCBI ژن شابه ب -100، حاكي از وجود ت

  يا و هاسويه در نيژ قطعه اين ترادف دردرصد)   95

  به تشابه اين. بود موناسازانت مختلفهاي گونه حتي

 اين شده محافظت ساختار وجود اهميت دليل

ال انتق فرايند در آن اساسي نقش ايفاي براي پروتئين

 Shiotani( باشــدمي ييزابيماريو  افكتور پروتئين

et al., 2007;  Nino-Liu et al., 2006.(  

 (+)pET28aبه ناقل بياني  HrpEانتقال قطعه ژني 

ب) و الحاق  -1با انجام واكنش هضم آنزيمي (شكل

صورت پذيرفت. ناقل بياني  T4مجدد توسط آنزيم 

pET28a(+)  به منظور توليد پروتئين نوتركيب در

 اين. گرفت قرار استفاده مورد باكتريايي ميزبان

 هيستيدين الهدنب كننده كدهاي ترادف داراي پلاسميد

وجود اين ترادف باعث تسهيل فرآيند  ،باشدمي

 ستونسازي پروتئين نوتركيب با استفاده از خالص

 ,.Berlec et al( شودمي نيكل ذرات حاوي آگاروز

سازي با انجام تأييد فرآيند همسانه ).2006

و هضم آنزيمي مجدد صورت  PCRهاي كلني آزمون

  پذيرفت.

 pET28a-HrpEپس از انتقال پلاسميد نوتركيب 

، توليد پروتئين E.coliباكتري  Rosettaبه سويه بياني 

بررسي شد. در طي مراحل مختلف بيان  IPTGتوسط 

 و هشد برداشت نمونههاييسازي پروتئين، و خالص

مورد ارزيابي  پروتئين الكتروفورز انجام با روند اين

نتايج پروتئين  توجه بهالف). با  -2ار گرفت (شكلقر

كيلو دالتون مشاهده شد كه مطابق  26در وزني حدود 

بيني شده بود. نتايج مربوطه نشان داد كه با وزن پيش

براي بالاترين ميزان  IPTGبهترين زمان القاء توسط 

ساعت و غلظت يك ميلي مولار از  16بيان پروتئين، 

IPTG .بود  

به  E.coli در HrpEدر خصوص توليد پروتئين 

 هر كه ميزبانرسد كه با توجه به تشابه نوع نظر مي

 نژ بيان در خاصي مشكل هستند، تپروكاريو دو

  .شدن ايجاد مربوطه
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: ماركر 1و مشاهده آن بر روي ژل آگارز يك درصد. چاهك  PCRبه كمك واكنش  HrpEتكثير ژن :الف -1شكل  

(DNA Ladder Mix)  ،  ژن 2چاهك :HrpE    هضــم آنزيمي به منظور    :بجفت باز.    300با طول تقريبي حدود

سازي قطعه ژني    (DNA Ladder Mix)ماركر : 1داراي اين قطعه ژني. چاهك  pTZ57R/Tاز پلاسميد   HrpEجدا

 pTZ57R/Tهضم آنزيمي پلاسميد   : واكنش 5و 4 چاهك؛ pET28a: واكنش هضم آنزيمي پلاسميد   3و 2؛ چاهك 

  .HrpEو جداسازي قطعه  HrpEداراي قطعه ژني 
Figure 1- A: Amplification of HrpE gene and its PCR product on 1% (w/v) agarose gel Lane 1: DNA 

Ladder Mix, lane 2: HrpE gene with length around 300 bp. B: Isolation of HrpE gene from 

pTZ57R/T- HrpE by double digestion of construct (Lane 1: DNA Ladder Mix, lane 2,3: double 

digestion of pET28a, lane 4,5: Double digestion of pTZ57R/T-pthA for isolation of HrpE gene. 

  

 از قسمتبا توجه به نقش حياتي اين  ،بنابراين

 سازي خالص و توليد ،ييزابيماري يندآفر در پروتئين

 اختصاصيهاي باديآنتي تهيه منظور به قسمت اين

  پذيرفت.  صورت

 آزادسازي و باكتري سلولهاي تخريب از پس

 سازيخالص و جداسازي ،سلولي پروتئينهاي

 استفاده با هيستيدين دنباله به متصل نوتركيب پروتئين

. پذيرفت صورت نيكل ذرات حاوي آگاروز ستون از

 پروتئين بيان از حاكي سازيخالص و بيان نتايج

 بالاي خلوص و باكتريايي ميزبان در HrpE نوتركيب

  ب). -2(شكلاست  شده خالص نمونه در آن

 موجود باندهاي با خالص پروتئين باند مقايسه با

نوتركيب در حدود پروتئين  وزن ،پروتئين نشانگر در

 2/23كيلو دالتون تعيين شد كه از اين مقدار  26

مربوط به پروتئين اصلي و مابقي مربوط به دنباله 

  متصل به پروتئين ناشي از پلاسميد بياني است. 

ين نوتركيب با استفاده از پادتن نتايج رديابي پروتئ

در مجاورت كنترل منفي و با روش  His-tagعليه 
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وسترن بلاتينگ، نشان داد كه پروتئين نوتركيب 

HrpE  3با موفقيت توليد و تخليص شد (شكل .(  

ترين سيستم بيان ژن هترولوگوس در باكتري رايج

بياني استفاده شده براي توليد سطح بالايي از 

 براي امور تحقيقاتي و تجاري هاي نوتركيبپروتئين

متداول ترين ميزباني است كه براي  E. coli .باشدمي

هاي نوتركيب استفاده بيان بسياري از پروتئين

 شود. از جمله مزايايي اين سيستم بياني تكثيرمي

  سريع، ميزان بالاي بيان پروتئين نوتركيب و قدرت 

 Rosano( باشدهاي بيگانه ميبالا جهت پذيرش ژن

& Ceccarelli, 2014; Ariannejad et al., 2012.(   

به دنباله  ها توليد انبوه پروتئين متصلين سيستما

و خالص سازي آن به وسيله  هيستيدين

كروماتوگرافي ميل تركيبي در شرايط طبيعي را 

 ,.Berlec et al., 2005; Fu et al( كنندتسهيل مي

موارد متعددي از استفاده از اين سيستم جهت ). 2007

هاي خارجي در ميزبان باكتريايي براي توليد بيان ژن

 ,.Perrie et al(پروتئين نوتركيب گزارش شده است 

2008; Khatabi et al., 2012; Safarpur et al., 

2012; Shahryari  et al., 2013; Thaitrong et al., 

2013.( 

يب از      يد پروتئين نوترك در اين تحقيق جهت تول

ــازه ــد كه تحت  pET28a-HrpEهاي س ــتفاده ش اس

بوده و توليد پروتئين با    T7كنترل پروموتر قدرتمند   

 Nanni( پذيردغلظت بالا در اين سيستم صورت مي

et al., 2013 .(هاي مورد نظر در بيان ژن در ســـازه

ــويه ــورت پذ E. coliباكتري   Rossetaس يرفت. ص

يان انواع پروتئين  يه    ب ــو يل    Rossetaها در سـ به دل

شتن   هاي نادر امكان پذير هاي براي كدون tRNAدا

ــويه داراي توانايي توليد      ــت و در نتيجه اين سـ اسـ

پروتئين نوتركيب با كارايي و ميزان بيان بالاتر نسبت 

سويه    ساير  سويه  به  ست  ا BL21هاي بياني مانند 

)Tegel et al.,  2010; Rosano & Ceccarelli, 

2014.(   

سويه   HrpEژن در اين تحقيق براي اولين بار  از 

نده فرم     جاد كن بات     A*اي ماريي شــــانكر مرك بي

ــازي، بيان و خالص ــتم  جداس ــيس ــازي گرديد. س س

شان دهنده خلوص بالاي پروتئين   تخليص پروتئين ن

ستفاده از پروتئين به عنوان آنتي    صورت ا بود كه در 

اهميت بســيار بالايي برخوردار اســت، زيرا از ژن از 

يدي در طراحي روش    حل كل ــخيص   مرا هاي تشـ

ــت. هــاي گيــاهي، تخليص آنتي        بيمــاري   ژن اســ

زايي عامل بيمارگر هاي ضــروري در بيماريپروتئين

نه  به عنوان آنتي      از گزي كه  ند  ــت هاي  ژنهايي هسـ

ــده    ايمني ــناخته شـ ژن اند. از آنتي زا و محافظتي شـ

بادي عليه توان در توليد آنتيزي شــده ميســاخالص

  بيمارگر در گياه استفاده كرد.
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: نمونه 1(چاهك  SDS-PAGEدر شرايط مختلف القايي بر روي ژل  HrpEبررسي بيان ژن  :الف -2شكل 

: نشانگر پروتئيني 3ميلي مولار؛ چاهك  IPTG 1: ميزان بيان سه ساعت پس از القا با   2قبل از القاء؛ چاهك 

 16: بيان  5ميلي مولار؛ چاهك    IPTG 1: بيان شــش ســـاعت پس از القا با      4كيلو دالتون؛ چاهك    1170

ميلي مولار).  IPTG 1ساعت پس از القا با  16: بيان 6ميلي مولار؛ چاهك  IPTG 5/0ساعت پس از القا با  

روي ســتون بر  هيستيدين تاييشش دنباله به متصل نوتركيب ورتص به افكتور پروتئين خالصسازي :ب

يك ميلي مولار؛ چاهك     IPTG: نمونه بعد از القا با     2؛ چاهك   IPTG: نمونه قبل از القا با     1نيكل (چاهك    

: 8كيلو دالتون؛ چاهك  27با وزن  HrpE: پروتئين تخليص شده  9و  7، 6، 5، 4؛ چاهك مرحله شستشو   : 3

   .ولي پروتئين)نشانگر وزن ملك
Figure 2- A: SDS-PAGE analysis  of HrpE expression in different IPTG concentrations and 

induction period. Proteins were analyzed by (Lane 1: uninduced cells, lane 2: 3 h post 

induction at 1 mM IPTG, Lane 3: 170 kDa protein marker; lane 4: 6 h post induction at 1 

mM IPTG, Lane 5: 16 hpost induction at 0.5 mM IPTG, Lane 6: 16 h post induction by 1 

mM IPTG). B: Purification of efector protein as fussed to 6×-His tag on nickel column (Lane 

1: uninduced cells by IPTG, Lane 2: induction by 1 mM IPTG, Lane 3: washing stage , Lane 

4, 5, 6,7 and 9: Purified HrpE protein with molecular weight around 27 kDa, Lane 8: protein 

molecular ladder). 
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ستفاده از    -3شكل   سترن بلات با ا ستيدين (چاهك     پادتنآزمون و صي دنباله هي صا : بيان قطعه 4و  2، 1اخت

: نمونه قبل از افزودن   5: نشـــانگر پروتئيني؛ چاهك   3ميلي مولار؛ چاهك    IPTG 1بعد القا با     HrpEژني 

IPTG(.    
Figure 3- Western analysis by applying anti his-tag antibody (Lane 1, 2 and 4: HrpE 

expression after induction by 1 mM IPTG, lane 3: prestained marker, Lane 5: non-induced 

cells by IPTG). 

 
يان آنتي         كه ب به اين  جه  ياه   با تو بادي در گ

ــركوب   هاي گياهي   بيمارگر يك ابزار قوي براي سـ

ست، توليد و بيان پادتن عليه پروتئين  ضروري  ا هاي 

ــده به گياه        بيمارگر   و انتقال قطعات پادتن توليد شـ

ــبي جهت بيان پادتن در گياه و در نتيجه  روش مناس

 ;Le Gall et al, 1998( ســركوب بيماري اســت 

Fischer et al., 2001; Huang et al., 2011; 

Shahryari  et al., 2013 .(  در نتيجه با توجه به دارا

صيت آنتي    صو  HrpEژني پروتئين نوتركيب بودن خ

يدي، مي  پادتن تول نه   تك  توان از طريق  ــا  ايهمسـ

 recombinant monoclonal( نـــوتـــركـــيـــب

antibodies(     ــكيل بر عليه اين پروتئين، مانع از تشـ

پيلوس شد و در نتيجه مانع انتقال افكتور پروتيئن به 

داخل سيتوسل سلول گياهي و ايجاد بيماري شد كه     

بيماري با  اين هدف به منظور ايجاد مقاومت بر عليه    

بادي مورد استفاده  استراتژي مقاومت وابسته به پلنتي  

   گيرد.قرار مي
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Abstract 

Citrus bacterial canker is a disease caused by Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc). The 

bacterial type III secretion system (TTSS) consist of an extracellular filamentous structure 

mediating transfer of bacterial proteins into the plant cytosols. The main part of the pilus is pilin 

protein (HrpE) that is encoded by the HrpE gene. Production of specific antibodies against the pilin 

protein can be implemented for detection of infected plants as well as to develop a source of genetic 

resistance against disease. Inhibition of HrpE protein through antibody therapy leads to suppression 

of disease in the plant. The objective of the present study was to isolate, clone and express the 

HrpE gene. To do this, the HrpE gene was amplified by PCR using gene-specific primers and 

cloned to the pTZ57R/T vector. Then, it was cloned to the pET28a(+) bacterial expression vector 
and expressed in the E. coli strain Rosetta as host. The protein production procedure was optimized 

for incubation time and temperature as well as the concentration of inducer. The greatest amount 

of the recombinant protein was yielded at 1 mM IPTG at 30° C for 16 h. Purification of HrpE 

recombinant protein was done via metal affinity chromatography. The results of both SDS-PAGE 

and Western blotting assays confirmed the expression accuracy and purity of recombinant pilin 

protein. The recombinant protein can be used as an antigen to develop monoclonal and polyclonal 

antibodies. 

Keywords: Citrus bacterial canker, Xanthomonas citri subsp. citri, recombinant protein, type III 

secretion system(TTSS), HrpE, pilus. 
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