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 چکیده
های بیماریزا نسبت ها موجب مقاومت باکتریبیوتیکاستفاده مکرر و بیش از حد آنتی

های رایج گردیده است. با توجه به این مسئله، محققان به دنبال بیوتیکبه انواع آنتی

-توان به پپتیدباشند که میمیها بیوتیکهای جدیدی برای جایگزین کردن آنتیروش

بررسی هدف از مطالعه حاضر  ،( اشاره کرد. لذاAMPهای ضدمیکروبی )

و دفنسین گیاهی بتابر فعالیت ضدباکتریایی پپتید  his taqبیوانفورماتیکی اثر افزودن 

-در باکتری لاکتوکوکوس  pAMJ1653در ناقل بیانی آنسازی ژن کدکننده همسانه

 I-TASSERاز طریق  his-taqساختار سوم پپتید بتادفنسین همراه با . استلاکتیس 

صحت سنجی گردید. در  prosAو  SAVE 6بینی شد و توسط نرم افزارهای پیش

بین بتا دفنسین با و بدون توالی  Clusproنهایت داکینگ مولکولی از طریق نرم افزار 

his-taq ژن با آنتیLPTD .در بخش آزمایشگاهی،  باکتری اشرشیاکلای انجام شد

-pGEMی تکثیر ناقلسیگنال ترشحی در  و his-taq همراه با توالی ژن بتادفنسین

DFF  و میزبان تکثیریDH5α پلاسمید  پس از استخراجورد استفاده قرار گرفت. م

 ناقلژن بتادفنسین گیاهی به داخل Sal1 و Sap1های و هضم آنزیمی توسط آنزیم

سازی گردید و با استفاده از روش الکتروپویشن به داخل همسانه  pAMJ1653بیانی

 ناقلهای مثبت حاوی انتقال یافت. کلونی 1543باکتری لاکتوکوکوس لاکتیس سویه 

در  بررسی و در نهایت هضم آنزیمی صورت گرفت. PCRنوترکیب با روش کلونی 

بینی شد. نتایج شبخش بیوانفورماتیک، ساختار سوم ساختار با صحت قابل قبولی پی

موقعیت  در LPTDن ژآنتی هب his-taqبتادفنسین با و بدون  پپتیدداکینگ نشان داد 

ژن کد کننده بتا  ه شد کهنشان داددر تماس است. در بخش آزمایشگاهی  مناسب

 سازی شد. همسانه  pAMJ1653دفنسین گیاهی با موفقیت در ناقل بیانی 

 داکینگ مولکولی،پپتیدهای ضدمیکروبی،  ،بتا دفنسین گیاهی کلیدی: کلمات

 سازی ژنهمسانه، لاکتوکوکوس لاکتیس
 فصلنامه گیاه و زیست فناوری ایران

 14- 26ص ، ص3، شماره 18ه ، دور1402ل سا 

 Abstract 
Frequent and excessive use of antibiotics has caused the resistance 

of pathogenic bacteria to common antibiotics. Considering this 

issue, researchers are looking for new methods to replace 
antibiotics, which can be referred to as antimicrobial peptides 

(AMP). Therefore, the aim of the present study was bioinformatic 

investigation of the effect of his taq addition on the antibacterial 
activity of plant beta-defensin peptide and clone this peptide gene 

in the expression vector pAMJ1653 in Lactococcus lactis bacteria. 

The third structure of beta defensin peptide with his-taq was 
predicted through I-TASSER and verified by SAVE 6 and prosA 

software. Finally, molecular docking was performed through 

Cluspro software between beta defensin with /without his-taq 
sequence and Escherichia coli LPTD antigen. In the exprimental 

section, beta defensin gene was used along with his-taq sequence 

and secretion signal in pGEM-DFF replication vector and DH5α 

replication host. After plasmid extraction and enzymatic digestion 

by Sap1 and Sal1 enzymes, plant beta defensin gene was 

homogenized into pAMJ1653 expression vector and transferred 
into Lactococcus lactis strain 1543 bacteria using electroporation 

method. The positive colonies containing the recombinant vector 

were checked by PCR colony method and finally enzymatic 
digestion was performed. In the bioinformatics part, the third 

structure of beta defensin was predicted with acceptable accuracy. 

Docking results showed that beta defensin peptide with/without 
his-taq is in contact with LPTD antigen in the right position. In the 

laboratory section, it was shown that the gene encoding plant beta-

defensin was successfully cloned in the pAMJ1653 expression 
vector.  

Key word: Anti-microbial peptides, Gene cloning, Lactococcus 

lactis, Molecular docking, Plant β-defensin 
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 مقدمه و کلیات

( به عنوان ترکیبات AMPsپپتیدهای ضدمیکروبی )

زیستی ایمن، به طور طبیعی توسط جانوران، گیاهان 

مستقیم شوند و به طور ها تولید میو میکروارگانیسم

و یا با ایجاد ایمنی ذاتی در بدن موجود زنده از رشد 

کنند. زا جلوگیری میهای بیماریمیکروارگانیسم

AMPs توانند به عنوان جایگزینی مناسب، برای می

هایی که نسبت به مقابله با باکتری ها از جمله باکتری

 اند؛ مد نظر قرار گیرند ها مقاوم شدهبیوتیکآنتی

(; Hancock et al., 2006 Mahlapuu et al., 

( به PAMPsپپتیدهای ضد میکروبی گیاهی ) .(2016

دلیل وجود بقایای سیستئین، متفاوت از سایر 

های ( هستند و پلAMPsپپتیدهای ضد میکروبی )

 Olga et)دهند سولفیدی متعددی را تشکیل میدی

al., 2020.) PAMPهای دفاعی ها بخشی از مکانیسم

ها ها، ساقهها، گلها، برگگیاهان هستند که از ریشه

 Magana)اند های مختلف جدا شدههای گونهو دانه

et al., 2020.) PAMP ها دارای چندین ویژگی )وزن

مولکولی، بار مثبت و آمفی پاتیک( مشابه سایر 

ها و حیوانات هستند. پپتیدهای حشرات، میکروب

-ها مربوط میهای دفاعی آنها به نقشاین ویژگی

ها PAMPبا این حال،  (.Wang et al., 2020)شود 

های منحصر به فرد خاصی هستند، از دارای ویژگی

کیلودالتون با دو یا  6-2کولی بین جمله وزن مول

سولفید درون مولکولی. در بیشتر شش پیوند دی

PAMP ها تنوع خانواده بر اساس وجود یا عدم

وجود موتیف سیستئین، شباهت توالی و ساختار 

ثانویه و سوم حفاظت شده طبقه بندی شده است. 

ها منبع جدیدی PAMPهای بیوتکنولوژیکی پتانسیل

ها فراهم کرده و برای درمان عفونتبرای کشف دار

های گیاهی دفنسین (.Magana et al., 2020)است 

پپتیدهای بسیار پایدار و غنی از سیستئین بوده که 

باشند؛ که بخشی از می اسید آمینه 45-4شامل 

دهند و قادرند سیستم ایمنی گیاه را تشکیل می

باکتریایی و ضد ویروسی فعالیت ضد قارچی، ضد 

نشان دهند. این پپتیدها یک ساختار سه بعدی حفظ 

ای را سه رشته βهای مارپیچ و ورقه-αشده حاوی 

دهند که از طریق پیوندهای دی سولفید در نشان می

یک ساختار فشرده تثبیت شده است. این ساختار 

شبیه پپتیدهای دفاعی در حشرات و پستانداران است 

دهد. علاوه بر این، به رکی را نشان میو منشا مشت

ها، بین نظر می رسد تنها یک کلاس، یعنی دفنسین

بی مهرگان، گیاهان و مهره داران حفظ شده است 

(Magana et al., 2020.)  امروزه مشخص شده است

که این پپتید نقش قابل توجهی در سیستم ایمنی ذاتی 

کنند در ها را بیان میگیاهان دارد. گیاهانی که دفنسین

برابر حملات میکروبی بسیار مقاوم هستند و رشد و 

دهند. این پپتیدها که در برابر نمو بیشتری نشان می

ای در وهها فعال هستند، کاربرد بالقانواع پاتوژن

درمان، داروها و همچنین کشاورزی دارند. برخی از 

 90تا  15ها را در توانند میکروارگانیسمها میدفنسین

دقیقه با اثرات مخرب خود بر روی غشای 

های دفنسین از سیتوپلاسمی از بین ببرند. مولکول

نظر شیمیایی به علت داشتن ساختار فشرده در برابر 

پروتئازها مقاوم هستند دماهای شدید و تخریب 

(Rodríguez-Decuadro et al., 2012.) های ژن
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های گیاهی با قرار گرفتن در شرایط تنشدفنسین

های ها یا اندامی بافتزیستی و غیرزیستی در همه

 ,.Noonan  et al) دشونتنظیم می خاص بیان و

2017; Parisi et al., 2019،)  بنابراین این امکان

وجود دارد که بتوان پپتیدهای دسته دفینسین را به 

های نوترکیب در مقیاس زیاد تولید صورت پروتئین

 کرد و با اهداف مختلف مورد استفاده قرارداد

(Rodríguez-Decuadro et al., 2019 .) یکی از

ها های تولید پپتیدهای ضدمیکروبی، تولید آنروش

با داشتن ها باکتری باشد.های باکتریایی میدر میزبان

تواند، سطح تولید بالاتری از تر میمتابولسیم ساده

محصول مورد نظر را به عنوان میزبان داشته باشند 

(Ingham et al., 2015.)  مطالعات اخیر در ارتباط با

-نشان داده است که به  لاکتیسلاکتوکوکوسباکتری 

دلیل عاری بودن این دسته از باکتری ها از 

یک سیستم بیانی قابل القاء به ها و داشتن آندوتوکسن

و عدم وجود ژن مقاومت به آنتی  pHوسیله تغییرات 

یک تواند به عنوان بیوتیک، این سیستم باکتریایی می

های نوترکیب سیستم بیانی کارا در تولید پروتئین

یک   pAMJ1653مورد استفاده قرار بگیرد. ناقل بیانی

است، که  لاکتوکوکوس لاکتیسناقل بیانی خاص 

باشد. در پایین می pHجزء ناقلهای القاء شونده در 

این سیستم تولید اسید لاکتیک در محیط کشت به 

باعث کاهش  تیسلاکتوکوکوس لاکوسیله باکتری 

pH  محیط شده و متعاقبا باعث فعال شدن پروموتور

خواهد  pAMJ1653 در ناقل  pHحساس به کاهش 

های بیانی یکی از سیستم p170شد. سیستم بیان 

مورد استفاده برای تولید پروتئین نوترکیب در 

باشد. در این سیستم بیانی می لاکتوکوکوس لاکتیس

 Jørgensen)شود میتفاده اس p170از پروموتر القایی 

et al., 2014)  که با تجمع لاکتات در محیط رشد

یکی از  his-taqاستفاده از توالی  شود.تنظیم می

امکاناتی است که جهت خالص سازی پپتید مورد 

نظر استفاده می شود که عدم ایجاد تغیییر در فعالیت 

پپتید توسط این توالی یکی از نکات بسیار قابل توجه 

های امروزه استفاده از روشتوسط محققین می باشد. 

نظیر پیش بینی ساختار سوم پپتید و  بیوانفورماتیک

بسیار  داکینگ مولکولی جهت بررسی این موضوع

از اواخر قرن قرارگرفته است. محققین توجه  مورد

، روش های مختلفی جهت پیش بینی ساختار 20

سوم پروتئین ابداع شدند. این روش ها نسبت به 

، نیازمند NMR یسنجفیو ط X-rayکریستالوگرافی 

نیروی انسانی کمتری در مطالعات  صرف زمان و

دارای محدودیت می باشند. از جمله سروهای 

-Iمناسب جهت پیش بینی ساختارها می توان به 

tasser  اشاره کرد(Mousavi et al., 2020) .  امروز با

ک های بیوانفورماتیپیشرفت علم و پیدایش روش

کنش برهم ینیبشیمنظور پنظیر داکینگ مولکولی به

 و با استفاده از ساختار و فعل بین دو مولکول

شرایط لازم جهت سرعت انفعالات الکترواستاتیک، 

 .بخشیدن به فرآیند تولید دارو را فراهم کرده است

 نرم افزارهای آنلاینافزار و نرم 60، بیش از اخیرا

و سایر  Hdock, ClusPro, Auto dockنظیر  متعددی

 ینیبشیاست که پ جادشدهیداکینگ ا انجام برای

 کنش دو مولکول را در شرایط استاتیک موردبرهم

 .(Mousavi et al., 2020)دهند میقرار  یبررس

در غشای  اشرشیاکلایهای گرم منفی نظیر باکتری

ساکاریدی مهمی بیرونی خود دارای ترکیبات لیپوپلی
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به پروتئین توانیها مترین آنبیرونی از هستند که

مطالعات . اشاره کرد LptD های سطحی

بررسی اثر پپتیدهای  برایبیوانفورماتیکی متعددی 

ها صورت ضدمیکروبی در فعالیت این قبیل پروتئین

لذا؛ هدف از  . (Mousavi et al., 2020) گرفته است

پیش بینی ساختار سوم پپتید بتا دفسین  این تحقیق

با بتا و مقایسه ی عملکرد آن  his-taqهمراه با توالی 

 سطحی پروتئینبا  his-taqدفسین فاقد توالی 

LptD باکتری اشرشیاکلای از طریق فرآیند داکینگ

سازی ژن کد کننده همسانه مولکولی می باشد. سپس 

در داخل ناقل  his-taq با توالی دفنسین گیاهی

با  لاکتوکوکوس لاکتیسدر باکتری   pAMJ1653بیانی

های آتی ضدمیکروبی در برنامههدف بیان این پپتید 

  صورت پذیرفت. 

 فرآیند پژوهش

 بخش بیوانفورماتیک

 پپتید بتا دفنسین: سوم ساختار ارزیابی و سازیمدل

بتادفنسین بدون توالی ساختار کریستالوگرافی پپتید 

his-taq  ( از سایت پروتئین دیتا بانکRCSB با )

تهیه شد. سپس به منظور   4uj0.1شماره دسترسی

-hisپیش بینی ساختار سوم این پپتید همراه با توالی 

taqاز سایت  بتادفنسینای پپتید توالی اسیدآمینه ، ابتدا

( با شماره NCBIفناوری )مرکز ملی اطلاعات زیست

سپس پس از . به دست آمد AGC82207دسترسی 

عدد اسیدآمینه ی هیستیدین در انتهای آن  6افزودن 

این ( یبعدساختار سوم )سهپیش بینی  به منظور

 جهت بارگزاری گردید. I-TASSERسایت  توالی در

و انتخاب  بینیدقت و صحت پیشنهایی ارزیابی 

، مناسب C-scoreدارای  بعدیبهترین ساختار سه

 ،I-TASSERحاصل از سرور  PDBهای بهترین فایل

  ProSAو SAVES v6.0ن توسط سرورهای آنلای

 LptD نیساختار سوم پروتئ ورد ارزیابی قرارگرفتند.م

جهت انجام  RCSBر سرواز  4rhbدسترسی  با کد

 ژنبین آنتی کنشبرهمداکینگ مولکولی تهیه گردید. 

بتادفنسین همراه با و بدون پپتید  با LptDسطحی 

 ClusPro آنلاین از سرور با استفاده his-taqتوالی 

عنوان  که در آن پپتید بهای  صورت گرفت به گونه

رسپتور  عنوانبه LptDسطحی  ژنلیگاند و آنتی

ساختارهای منتخب بر  ،تی. درنهاانتخاب شدند

صحیح  یابیمبنای کمترین انرژی اتصال و جهت

 سودمندافزار که یک نرم Pymolافزار نرم یلهیوسبه

پیوندهای هیدروژنی حاصل از داکینگ  رویت جهت

 ارزیابی شدند. است، 

 بخش آزمایشگاهی

توالی کد کننده  :های مورد استفادهناقل و میزبان

-Guzmán)پپتید بتا دفنسین از مطالعات قبلی 

Rodríguez et al., 2013)  استحصال شد و به منظور

و لاکتوکوکوس لاکتیس بهینه سازی بیان در سویه 

( به شرکت pGEM-DEF) pGEMسنتز ژن در ناقل 

GeneScript  کشور چین ارسال گردید. لازم به ذکر

و  SapIاست جایگاه برشی دو آنزیم محدودالاثر 

SalI  پریم توالی در نظر گرفته  3و  5در دو انتهای

حاوی   pGEMجهت تکثیر ناقل DH5αشد. از سویه 

و   pAMJ1653ژن بتادفنسین استفاده شد. ناقل بیانی
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از  1543سویه  لاکتوکوکوس لاکتیسمیزبان بیانی 

 شرکت بایونیر دانمارک خریداری گردید.   

به سلول های  pGEM-DEFترانسفورماسیون ناقل

-pGEMبرای انتقال ناقل تکثیری  : DH5αمستعد

DEF  به داخلDH5αهای مستعد بلافاصه ، سلول

میکرولیتر از  5روی یخ قرارگرفتند. سپس 

-( به سلولng/ml 25)با غلظت  pGEM-DEFناقل

های مستعد اضافه و به خوبی پیپت شدند و به مدت 

دقیقه روی یخ قرارگرفتند. به منظور ایجاد شوک  40

درجه  42ثانیه داخل آب  90ها بحرارتی، میکروتیو

دقیقه  10گراد قرار گرفتند، سپس به مدت سانتی

 37داخل یخ گذاشته شدند و بعد از آن در دمای 

ساعت همراه با  5/1گراد به مدت ی سانتیدرجه

دقیقه و  5شیک انکوبه شدند. سوسپانسیون به مدت 

در دمای اتاق سانتریفیوژ  rpm 3000با سرعت 

حل شد و  LBحاصل در محیط کشت  گردید. پلت

-آگار حاوی آمپی LBهای در نهایت بر روی پلیت

 37ساعت در دمای  16سیلین اسپریت و به مدت 

 گراد انکوبه گردید. درجه سانتی

های ترانسفورم شده با ناقل غربالگری باکتری

pGEM-DEF  به روش کلونیPCR:  تک کلونی بر

یک آمپلیسین حاوی آنتی بیوت LBروی محیط جامد 

استفاده شد.  PCRانتخاب و از آن برای واکنش 

ی مورد نظر پرایمرهای مورد استفاده برای تکثیر قطعه

جفت پرایمرهای یونیورسال  pGEM-DEFاز ناقل 

M13 برای انجام واکنش  .های زیر بودندبا توالی

PCR  از مسترمیکس شرکت دانمارکیAmplicon 

ی زیر اجرا شد نامهاستفاده گردید و واکنش با بر

 . (1)جدول 
M13-F: 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GTG-

3' M13-R: 5'-AGC GGA TAA CAA TTT 

CAC AC-3'  
 

 

 pGEM-DEFناقل ی مورد نظر در برای تکثیر قطعه  PCR کلونی واکنشی حرارتی برنامه -1جدول 

Table 1- The thermal program of the PCR cloning reaction for the amplification of the desired fragment 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ناقل تکثیری : هضم آنزیمی و استخراج ژن از ژل

pGEM-DEF مورد نظر( و ناقل  )جهت برش قطعه

)جهت خطی شدن برای ورود   pAMJ1653بیانی 

 SapIهای برشی ی مورد نظر( با آنزیمقطعه

 SalIانگلستان( و  NEB)خریداری شده از شرکت 

آمریکا( هضم دو  Thermo)خریداری شده از شرکت 

 سیکل مدت زمان دما مرحله

 1 دقیقه10 سانتی گراد 94 واسرشت سازی

  ثانیه 30 سانتی گراد 94 واسرشت سازی

 35 ثانیه 30 سانتی گراد 63 اتصال

  ثانیه 30 سانتی گراد 72 تکثیر

 1 دقیقه10 سانتی گراد 72 تکثیر نهایی
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گانه آنزیمی شدند. استخراج از ژل محصولات هضم، 

 Agarose GEL DNA Extractionبا استفاده از کیت 

طبق  Rosh  (Cat#11696505001)شرکت 

 دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. 

سازی ژن کد کننده بتا دفنسین کلونینگ و همسانه

قطعه کد کننده : pAMJ1653قل بیانی گیاهی در نا

ی استخراج پپتید بتا دفنسین گیاهی، حاصل از مرحله

از ژل که هم اکنون دارای دو انتهای چسبنده مکمل 

در حضور  pAMJ1653 است، به داخل ناقل بیانی 

آلمان با  Roshآنزیم لیگاز بر طبق روش شرکت 

و گراد ی سانتیدرجه 16در دمای  1:3نسبت مولاری 

 ساعت منتقل شد. 12به مدت 

ی حاوی قطعه  pAMJ1653الکتروپوریشن ناقل

: 1543سویه  لاکتوکوکوس لاکتیسمورد نظر به 

از استوک  lµ 20از استوک باکتری و  lµ 10ابتدا 

براث   LAPTمحیط کشت ml 2آلانین فیلتر شده در 

گراد و بدون شیک انکوبه ی سانتیدرجه 30در دمای 

ساعت کشت شبانه مجددا  16شد. پس از گذشت 

براث به   LAPTمحیط ml 25محیط به  ml 2تمامی 

ساعت بدون شیک  4آلانین به مدت  lµ 250اضافه 

 rpmها کشت داده شد. سپس نمونه

 ml 8سانتریفیوژ شدند و پلت حاصله در 10000

به طور  با پیپت کردن  DTTمحلول لیتیوم استات و

دقیقه در دمای اتاق  30کامل حل گردید و به مدت 

و به  rpm 7000انکوبه شد. سپس سانتریفیوژ در 

دقیقه انجام شد و مایع رویی کاملا جدا  2مدت 

 µl 100میزان  گردید. در ادامه شستشوها انجام شد.

  µl 10از سلول مستعد آماده شده را با 

مخلوط  ng/ml 150با غلظت   pAMJ1653پلاسمید

دقیقه روی یخ قرار گرفتند. مخلوط  15کرده به مدت 

را داخل کوویت ریخته و تا انجام واکنش 

الکتروپویشن مخلوط بر روی یخ باقی ماند. با 

در مدت   Bio RedGen Pulserاستفاده از دستگاه 

 25µF:2kv/200Ωثانیه با برنامه  003/0زمان 

 الکتروپوریت انجام شد.  

های ترانسفورم شده با ناقل باکتریغربالگری 

pAMJ1653 :های ظاهر شده بر روی محیط کلونی

کشت انتخابی مجددا بر اساس روش شرکت 

Bioneer  کشت داده شده و کلونیPCR  با

انجام گرفت با  pAMJ-Rو  pAMJ-Fآغازگرهای 

( صورت گرفت. علاوه بر این، 1ی جدول )برنامه

بر  SapIو  SalIیم های هضم آنزیمی با استفاده از آنز

روی پلاسمیدهای استخراج شده صورت گرفت و 

 درصد الکتروفورز گردید.  1محصول بر روی آگارز 
pAMJ-F: TTAACGCTGCCTCCTCTCC    
pAMj-R: GCTTTCGCTAAGGATGATTTCT 

 نتایج و بحث

برابر با  C-scoreمیزان  بهترینبا  I-TASSER سرور

که نشان از اطمینان از مدل انتخاب  انتخاب شد 39/0

 . (1)شکل  شده می باشد
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 his-taqسوم پپتید بتا دفنسین همراه با توالی  ( ساختارB( ساختار سوم پپتید بتا دفنسین )کریستالوگرافی( )A) -1شکل 

Fig 1- (A) Tertiary structure of beta-defensin peptide (crystallography) (B) Tertiary structure of beta-

defensin peptide with his-taq sequence 
 

بتا دفنسین حاوی تید پساختار سوم پ ینیبشیصحت پ

. بر مرحله بررسی گردیددر چندین  his-taqتوالی 

 90حدود شده، اساس پلات راماچاندارن گزارش

 های این ساختار در ناحیه مطلوب،اسیدآمینه درصد

 صفرها در ناحیه مجاز و اسیدآمینه درصد 10

شده بودند که واقع رمجازیها در ناحیه غاسیدآمینه

)شکل  نشان از ساختار مطلوب پیش بینی شده است

 ProSAسرور  گزارش شده از Z-scoreر دا(. مق2

ی مشکی در محدوده باشد و نقطهمی – 55/5برابر با 

. (2)شکل  ی مجاز در این نمودار واقع شده است

ضریب   ERRATر طراحی سرو تمیبراساس الگور

در این  پیش بینی شدهکیفیت کلی ساختار پپتید 

. (2)شکل  مورد قبول استبوده که  33/93مطالعه 

 
 ProSAآمده از سرور دستبه Z-scoreنمودار ( B) بتا دفنسینپلات راماچاندران مربوط به ساختار سوم پپتید ( A) -2 شکل

(C ) نمودارERRAT آمده توسط سرور دستبهSAVE v6.0 

Fig 2- (A) Ramachandran plot of beta-defensin peptide (B) Z-score plot obtained from ProSA 

server C) ERRAT plot obtained by SAVE v6.0 server 
تاااایج  صااال ازن یاااد حا کاااولی پپت ناااگ مول  داکی

بااادون  باااا و  ساااین  تااای his-taqبتادفن  ن ژباااا آن

LPTD شااکل شااته  3مااوردنظر در  مااایش گذا بااه ن

ساات حاااکی از آن . شااده ا تااایج  یاال ن یااه و تحل تجز

ساب بود یات منا یاد در موقع یان پپت تای ژن  کاه ا از آن

LPTD .ساات شااده ا صاال  سااطحی( مت ساامت   )ق

ساایدآمینه یاادروژنی ا نااد ه جاااد پیو یاار در ای های درگ

یااد  یاان پپت جاادول از ا بااه  2در  نااد.  شااده ا شااخص  م
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باا  ساین  یاد بتادفن کاه پپت شاان داد  تاایج ن لای ن طور ک

نااد  his-taqتااوالی  باادون همان قااادر  his-taqتااوالی 

تااای ژن  باااه آن صاااال  سااات.  LPTDباااه ات باااوده ا

 اشرشیاکلایباکتری   LptDبا آنتی ژن سطحی his-taqآمینواسیدهای درگیر در پیوند هیدروژنی بین بتادفنسین با و بدون توالی  -2جدول 

Table 2- Amino acids involved in hydrogen bonding between betadefensin peptide with and without his-

taq sequence and Escherichia coli surface antigen LptD 
 

 انرژی اتصال  تعداد پیوند طول پیوند )آنگستروم( his-taq LPTDدفنسین حاوی  پپتید بتا

R16 S559 1.7 1  

973.5-  
T30 S640 2 1 

R33 Y656 2.1 1 

  تعداد پیوند طول پیوند )آنگستروم( his-taq LPTDپپتید بتادفنسین فاقد 

 

935.2- 

T3 Y363, A370 2.3, 1.9 2 

S19 H317 2.9 1 

R33 F359, V372 2.8,1.8 2 

Q36 E391 2.3 1 

R39 E391 1.8 1 

 
 

 ClusProتوسط سرور  اشرشیاکلایاز باکتری  LptDژن با آنتی his-taqد بتا دفنسین با و بدون توالی داکینگ مولکولی پپتی -3شکل 

Fig 3- Molecular docking of beta-defensin peptide with and without his-taq sequence with LptD antigen 

from Escherichia coli by ClusPro server 
 نتایج بخش آزمایشگاهی 

:  DH5αبه باکتری PGEM-DEFانتقال ناقل 

انتقال ناقل  حاصل از  های ترنسفرم شدهسلول

PGEM-DEF به باکتریDH5α   بر روی محیط

بیوتیک آمپسلین رشد کردند که نشان از حاوی آنتی

گردیده این موضوع است که انتقال به خوبی انجام 

ها نیز مورد ارزیابی است. مورفولوژی و شکل کلونی

های گرد با رنگ سفید و به شکل قرار گرفت. کلونی

محدب در پلیت حاوی آمپیسیلین پس از کشت شبانه 

 رشد کرده بودند. 

حامل ژن و PGEM-DEF ناقل PCRنتیجه کلونی 

-نشان داد که قطعه PCRنتایج کلونی  :هضم آنزیمی

موفقیت تکثیر شده است که نشان  با bp 465 ی

 (.4باشد )شکل دهنده صحت فرآیند کلون می
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 PGEM-DEFحاوی ناقل  بیوتیکآگار حاوی آنتی LBمحیط  رویکلونی رشد یافته  PCRکلونی  -4 شکل

Fig 4- PCR colonyof single colony grown on LB agar containing antibiotics including PGEM-DEF vector 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 1ستون  pGEM-DEF (B)و ناقل  2ستون pAMJ1653  (A )روی دو ناقل  SalIو  SapIهای هضم دوگانه با آنزیم -5شکل 

Fig 5- Double digestion with SapI and SalI enzymes on two pAMJ1653 vectors (A) column 2, and pGEM-

DEF vector (B) column 1 

نتایج هضم آنزیمی با : PGEM-DEFهضم آنزیمی

SapI  وSalI بر روی دو ناقلpAMJ1653   و ناقل

pGEM-DEF ( قابل مشاهده است که 5در شکل )

 نشان از موفقیت آمیز بودن این فرآیند داشت.   

لاکتوکوکوس لایگیشن و انتقال ناقل به باکتری 

پس از انجام  :با روش الکتروپوریشن لاکتیس

دستورالعمل لایگیشن چند کلونی احتمالا مثبت بر 

ها به روی پلیت فاقد آلانین رشد کردند. این کلونی

های مورفولوژی کاملا شبیه به کلونیلحاظ شکل و 

بودند. ناقل  لاکتوکوکوس لاکتیسباکتری 

خریداری شده از کمپانی   pAMJ1653بیانی

Bioneer  با موفقیت به داخل باکتری مستعد شده

موتانت انتقال یافت. به نحوی  لاکتوکوکوس لاکتیس

که بعد از الکتروپویشن تعداد قابل توجهی از 

روی محیط فاقد  وکوس لاکتیسلاکتوکهای باکتری

ی راندمان این نتایج نشان دهندهد. آلانین رشد کردن

مناسب ساخت سلول مستعد و همچنین دستورالعمل 

 الکتروپویشن داشت. 

های مثبت بر روی بر روی باکتری PCRکلونی 

های رشد در کلونی bp 465باند  :پلیت فاقد آلانین

یافته با موفقیت تکثیر گردید که نشان از صحت 

دستورالعمل مستعدسازی و الکتروپویشن در باکتری 

(. در نهایت از 6)شکل  داشت لاکتوکوکوس لاکتیس

کلونی مثبت استخراج پلاسمید به عمل آمد و نتیجه 

 قابل مشاهده است.  7هضم آنزیمی در شکل 
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 یباکتر داخل به شنیگیلا محصول شنیالکتروپو از بعد  نیآلان فاقد M17 طیمح یرو بر افتهی رشد یکلون PCR یکلون -6شکل 

 (شاهد گروه 3 ستون ، مثبت یهایکلون 2ستون  سلف، ناقل 1 )ستون سیلاکت لاکتوکوکوس

Fig 6- Colony PCR of a colony grown on M17 medium without alanine after electroporation of the 

ligation product into Lactococcus lactis bacteria (column 1 self vector, column 2 positive colonies, column 
3 control group)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 ی مورد نظرنوترکیب حاوی قطعه pAMJ1653هضم آنزیمی بر روی ناقل نتیجه  -7ل شک

Fig 7- The result of enzymatic digestion on pAMJ1653 recombinant vector containing the desired 
fragment 

بررسی های بیوانفورماتیک پیش از شروع یک 

آزمایش به یکی از ملزومات کار محققین تبدیل شده 

به منظور  his taqاست. اینکه افزودن توالی همچون 

خالص سازی یک پپتید می تواند بر فعالیت ضد 

 inمیکروبی آن موثر باشد یا خیر نیازمند بررسی های 

silico  می باشد. در مطالعه ی حاضر پیش بینی می

مانع از فعالیت ضد باکتریایی  his taqشود که افزودن 

اگرچه تعداد پیوند پپتید بتا دفنسین نشده است. 

بیشتر می باشد اما  his-taqبدون هیدروژنی در حالت 

تر و منفی his-taqانرژی پیوند در حالت وجود 

تواند اثر وجود این توالی باشد. باشد که میتر میقوی

به طور کلی نتایج نشان می دهد؛ این توالی تداخلی 

در مطالعه  را در فعالیت این پپتید ایجاد نکرده است.

از طریق  his taqتوالی ی حاضر بتادفنسین با و بدون 

 متصل شده اند. LPTDبه  33آرژینین موقعیت 

مطالعات نشان داده اند که اسیدآمینه ی آرژینین 

پپتید دفنسین جزء جایگاه فعال این پپتید  33موقعیت 

(، Argآرژینین ) در واقعدر نظر گرفته شده است. 
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عنوان یک اسیدآمینه ضروری، مسئول بار پپتید و به

وند هیدروژنی است که برای اتصال های پیبرهمکنش

 باشدمیی آنیونی باکتری ضروری با دیواره

(Guzmán-Rodríguez et al., 2013 .)AMP  ها به

شوند، بیان می های مختلفی تولید وها و میزبانروش

مانند سنتز شیمیایی، این روش گرچه امکان تولید 

تولید کند، اما پپتید طبیعی طراحی شده را فراهم می

 باشد. موجوداتدر این روش مستلزم هزینه بالا می

ده یهای بسیار پیچتراریخته نیز برای تولید پروتئین

گیرد. بیان هترولوک که بیشتر مورد استفاده قرار می

، مخمر و های میکروبی مانند باکتریدر میزبان

شوند. در این مطالعه برای بیان و پروبیوتیک تولید می

لاکتوکوکوس بتادفنسین گیاهی از باکتری  تولید پپتید

استفاده شد. علت انتخاب این سویه این  لاکتیس

به دلیل عاری  لاکتوکوکوس لاکتیساست که باکتری 

بودن از آندوتوکسین ها یک باکتری ایمن به شمار 

سیستم  ها درمی آید و یکی از مهمترین ارگانیسم

در  باشد. این باکتریبیانی با گرید خوراکی می

تحقیقات متعدد در صنایع غذایی، دارویی و تولید 

های نوترکیب، ایمن در نظر گرفته شده و پروتئین

سابقه طولانی در به کارگیری آن در صنایع غذایی 

 لاکتوکوکوس لاکتیسوجود دارد. عملکرد بالای 

پلاسمی، برای تولید پروتئین، اعم از ترشحی و سیتو

آسان توالی ژن از  فقدان آندوتوکسین و دست کاری

 Parisi et)باشد های این پروبیوتیک میگیجمله ویژ

al., 2019.)  سیستم بیانیP170  یک سیستم بیانی

باشد که می لاکتوکوکوس لاکتیسمناسب در باکتری 

 باشد می pHدارای پروموتور القاء شونده با تغییرات 

(Chauhan et al., 2014.) های پروتئین  تا به حال

زیادی به صورت نوترکیب در این سیستم تولید و 

 ،(Jørgensen et al., 2014)خالص سازی شده اند 

علارغم مزایای ذکر شده در ارتباط با استفاده از 

که در بالا  لاکتوکوکوس لاکتیسسیستم بیانی باکتری 

به آن اشاره شد، یکی از مشکلات استفاده از این 

دشواری   pAMJ1653سیستم بخصوص ناقل بیانی

ساب کلونینگ قطعات مورد نظر در داخل این ناقل 

 توان به مواردی همچوندلیل این امر را میباشد. می

ناقلهای با کپی پائین بوده و  ءجز pAMJ1653ناقل 

بنابراین دست یابی به مقادیر مناسب از ناقل در 

فرایند استخراج پلاسمید سخت و از راندمان کمی 

برخوردار می باشد. این موضوع در نتایج حاصل از 

ی حاضر با توجه به غلظت پایین پلاسمید مطالعه

استخراج شده و کیفیت باندهای پلاسمید در ژل نیز 

لا مشهود می باشد. به دلیل اینکه ناقل بیانی در کام

شود و تکثیر می لاکتوکوکوس لاکتیسداخل باکتری 

به  لاکتوکوکوس لاکتیساستخراج پلاسمید از باکتری 

در پروسه  RNAعلت وجود آلودگی پروتئینی و 

ها استخراج پلاسمید و عدم حذف این آلودگی

مان پائینی فرآیندهای هضمی بر روی این ناقل از راند

برخوردار بود. این حقیقت در نتایج مربوط به 

های ژل پلاسمیدهای خالص شده از باکتری عکس

باشد )در قسمت مشخص می لاکتوکوکوس لاکتیس

و پروتئین  RNAپائین ژل باندهای مربوط به 

مشخص است(. لازم به ذکر است به دلیل اینکه 

ن باشد، اییک سویه وحشی می لاکتوکوکس لاکتیس

ها ناچارا وجود دارد در حالی که در سویه آلودگی

ها که برای کاهش این آلودگی DH5αباکتری 

ها در فرآیند مهندسی شده است، این آلودگی



در باکتری   pAMJ1653ی این پپتید در وکتور بیانیسازی ژن کد کنندهبررسی بیوانفورماتیکی پپتید بتا دفنسین گیاهی و همسانه

 25 لاکتوکوکوس لاکتیس

 RNAasاستخراج بسیار کم مشاهده شد که با تیمار 

ها بعد از کاملا حذف گردید؛ در حالیکه این آلودگی

اکان باقی کم  pAMJ1653برای ناقل RNAasتیمار با 

ماند. محصول لیگیشن مستقیما باید برای 

شد و یک سوش حدواسط الکتروپویشن استفاده می

برای تکثیر ناقل مورد نظر به دلیل اینکه ناقل 

pAMJ1653   .یک شاتل ناقل نیست، وجود نداشت

در یک  SapIو  SalIهای عدم سازگار بودن آنزیم

شد. بدین بافر. فرآیند هضم به صورت ترتیبی انجام 

و بعد از خالص سازی باند  SalIنحو که ابتدا با آنزیم 

برش انجام گردید که  SapIهضم شده با آنزیم 

باتوجه به غلظت پایین پلاسمید میزان ناقل هضم 

شده و خالص شده بسیار محدود بود و در نهایت که 

ی حاضر بود، کوچک بودن البته مختص مطالعه

در ناقل بود. در این  ی مورد نظر برای کلونقطعه

را در یک ناقل  bp 165مطالعه سعی شد تا یک قطعه 

5450 bp  کلون کرد که این موضوع هم به نوبه خود

کار دشواری بود. ولی با توجه به تمامی مشکلات 

ی حاضر کلون قطعه کد کننده ذکر شده در مطالعه

  pAMJ1653پپتید بتادفنسین گیاهی در ناقل بیانی

. در مطالعات قبلی نیز این موفقیت صورت پذیرفت

حادث شده و حتی در مرحله بیان نیز پپتید در این 

سوش با موفقیت بیان شده است. از جمله این 

مطالعات بیان پپتید کایمریک لاکتوفرین گاوی و 

  Sotoشتری در دو مطالعه مجزا را می توان نام برد )

et al., 2020؛ Rodríguez-Decuadro et al., 2019.)  

 گیری کلینتیجه

 مولکولی داکینگ در بخش بیوانفورماتیک نتایج

بتا دفنسین با و بدون توالی  که پپتید حاکی از آن بود

his taq آنتی ژن فعالیت ضد باکتریایی علیه LptD 

در بخش . نشان می دهد اشرشیاکلای باکتری

گیاهی  کدکننده پپتید بتادفنسینقطعه آزمایشگاهی 

  pAMJ1653با موفقیت در ناقل بیانی his taq حاوی

تواند در کلون گردید. این کانستراکت تولید شده می

تولید پپتید ضدمیکروبی در یک سویه باکتری با گرید 

شود در خوراکی مفید و کاربردی باشد. پیشنهاد می

بیان مطالعات بعدی عملکردی بودن این ناقل در 

پپتید به محیط کشت مورد  موفق پپتید و ترشح

 ازریابی و بررسی قرار گیرد.
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