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  چكیده

که  است    DNAژنوم    یشده دارا  یی شناسا  ی اهیگ  روسیو  نیخستن (Cauliflower Mosaic Virus= CaMV) کلم  گل  کیموزائ  روسیو

اقتصاد گ  یادیز  یخسارت  م  Brassicaceaeخانواده    اهانیبه  کپسید  . کندی وارد  موفق  ویروس  تولید  این  درهای   تشخیص  هم 

های گل  نمونه  DNA،  در این تحقیق  مفید است.  Virus-Like Particles = VLPsذرات شبه ویروسی  و هم در تشکیل    آن  سرولوژیکی

 آغازگرهای اختصاصی در   توسطویروس    (Coat protein= CP)ژن پروتئین پوششی  استخراج و   ،ویروس  مشکوک به   کلم دارای علایم

PCR   های برشی توسط آنزیم  تکثیر شد. سپس  BamHI   و  SmaI   وکتور بیانی  در   pGEX2TK  در پایین دستGST  بعد از تایید   وارد و

پا یابی انجام شد و توالی بدست آمده  توالی  وکتور نوترکیب، موجود در بانک ژن   هاییبا توال  BLASTnبا برنامه    NCBIداده    گاهیدر 

بیان   است.   NCBI  گاه یدر پا  KF357590.1  یبا شماره دسترس  CaMV  روس یمربوط به و  یتوال  نیکه ا  د یشد و مشخص گرد  سهیمقا

گراد و  درجه سانتی  37بیان بسیار بالای این پروتئین در دمای  سازی شد.  ء و بهینهالقا  Rosettaسویه    E. coliدر باکتری    CPپروتئین  

که توانایی اتصال به با نانوذرات سفاروز  این پروتئین    سپسبدست آمد.    1mMبا غلظت نهایی    IPTGساعت پس از القا به کمک    شش

GST    در    سازی وخالصرا دارندSDS-PAGE    .های خالص شده  روتئینپ مشاهده شدCP  ذرات و    بررسی شد  میکروسکوپ الکترونی  با

بدون ایجاد اینکلوژن بادی و این ویروس را    VLPsتصاویر مربوط به میکروسکوپ الکترونی تولید    .مشاهده گردید  (VLPs)  شبه ویروسی
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Abstract 

Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) is the first identified plant virus with a DNA genome and causes great economic 

damage to Brassicaceae plants. The successful production of capsids of this virus is useful both in its serological 

diagnosis and in the formation of virus-like particles (VLPs). In this research, DNA from cauliflower samples with 

suspected virus symptoms was extracted and the coat protein (CP) gene of the virus was amplified using specific 

primers in PCR. Then it was inserted into the expression vector pGEX2TK downstream of GST by digestion 

endonuclease enzymes BamHI and SmaI and after confirmation of the recombinant vector, its sequencing was carried 

out. Sequencing was performed and the sequence obtained in the NCBI database was compared with the sequences in 

the gene bank with the BLASTn program. It was found that this sequence is related to the CaMV virus with accession 

number KF357590.1 in the NCBI database. The expression of the CP was induced and optimized in E. coli (Rosetta 

strain). A very high expression of this protein was obtained at 37°C and 6 hours after induction using IPTG with a final 

concentration of 1 mM. Then, this protein was purified with sepharose nanoparticles which have an affinity to GST, and 

observed in SDS-PAGE. The related electron microscope images confirm the production of VLPs of this virus with 

correct assembly without creating inclusion bodies that can be tested in drug delivery in medicine. 
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 مقدمه 

 =Cauliflower Mosaic Virus) کلمگل  کیموزائ  روسیو

CaMV)  یاز خانواده Caulimoviridae رگروهیو متعلق به ز   

Pararetrovirus  پ است   ، کیزومتریا  روسیو  نیا  یها کرهی. 

طولقطر  دارای به  تقارن   یداراو  بوده  نانومتر    50ی 

 ن یتریاصل  روسیو  نی. ا(Haas et al. 2002)  است  یوجهست یب

  Brassicaceaeخانواده    اهانیگبین  در    یروسیو  گرماریب

شده   م  (Nooh 2012)شناخته  این  در    آن  یآلودگ  زانیو 

 .Spence et al)درصد گزارش شده است   60تا گیاهی    خانواده

 خانواده  اهانیمحدود به گ  ،روسیو  نیا  یزبانیدامنه م.  (2007

برخ بوشب اما  آلوده    روسیو   نیا  ی هاهیجدا  یبوده  به  قادر 

 Yasaka et)  هستند   زین  بادنجانیاناز خانواده    ی اهانیکردن گ

al. 2014)  .گل موزائیک  مختلفی    کلمویروس  علایم  دارای 

گ روشنی، رگبرگ نواری، بدشکلی برگ  موزائیک، رگبرمانند  

اختلال گیاهان    در  و  در  رشد  کاهش  و  بذر  غلاف  تشکیل 

بصورت مزمن حرارت بالا    م در درجهاین علایکه    استمیزبان  

گل    کیموزائ  روسیو  رانیدر ا  . شوندآلوده ظاهر میدر گیاهان  

برا از   1986بار در سال    نیاول  یکلم  آن  از  بعد  و  اصفهان  از 

سار  رازیش  ن،یورام شد     یو   Ebrahim-Ghomi)گزارش 

سال  .(2014 توز  وعیش  زین  2005و    2004  هایدر   ع یو 

CaMV  و ترب و تربچه در    یدر کلم، گل کلم، شلغم، کلم قمر

ا  10  .Farzadfar  et al)  گرفت  رار مورد مطالعه ق  رانیاستان 

از    روسیو  نیا  ی ابیاز رد  یمتعدد  های، و امروزه گزارش(2007

ا م   رانیمناطق مختلف  نشانگر ش  باشد یدر دست    نیا  وعیکه 

است    روسیو  Shams-bakhsh & Ghasemzadeh)در کشور 

2016) . 

به ویروستشخیص  و سریع  یکی  موقع، دقیق  -از روشها 

با   بیماریهای مبارزه   Rubio et)   باشدمی  زااین گونه عوامل 

al. 2020)  .هاهای دقیق برای تشخیص ویروسجمله روش  از ،  

روش   از  روش  الایزااستفاده  این  در  که  مداوم  ،  است  تولید 

 تی بادی نیز آنرای تولید  ب  و  استمورد نیاز    ،بادی ویروسآنتی

ترین و بهترین رایج  است.  ژن ویروس ضروریآنتیمداوم  تولید  

امروزه  ویروسها هستند.    CPهای ویروسی هم متعلق به  نژآنتی

م  بینوترک  های نیپروتئ  دیتول مثل    ی مختلف  هایزبانیدر 

سلول(Rosano et al. 2019)ها  یباکتر پستانداران ،  های 

(Hunter et al. 2019)  ،  ها  قارچ(Karbalaei et al. 2020) ، 

 Chawla)   اهانگی  و  (McKenzie & Abbott 2018)حشرات  

  ب یو معا  ا یمزا  ها ستمیس  نیاز ا  ک یهر    . ردگییانجام م  (2011

 یهانیپروتئ  دیبحث تول  ریاخ  هایخاص خود را دارند. در سال

مدت    نیا  ی و در ط  شدهمطرح    ی ایباکتر  ستمیدر س  یوتیوکاری

شگرف ا  یتحول  است  جادیا  نهیزم  نیدر   & Demain)  شده 

Vaishnav 2009)  اما  زبانیم  نیتربمحبو   E. coli  باکتری. 

همسانه در این مطالعه    است.  بینوترک  هاینیپروتئ  دیتول  یبرا

 .Eدر وکتور بیان در باکتری    CaMVویروس    CPسازی ژن  

coli  پروتئی و  انجام شد  موفقیت  خالص با  و  بیان  مربوطه  -ن 

تواند  ژن میسازی گردید که به عنوان منبعی برای تولید آنتی

 مورد استفاده قرار گیرد.  

هدفمند   می نانوحامل  لهیوسبهدارورسانی  سبب  ها  تواند 

های هدف، افزایش کارایی  بافت  بهدارو  مناسب    رساندن غلظت 

از و کاهش سمیت و   این منظور  به  عوارض جانبی دارو شود. 

نانولولهنانوحامل مایسل،  دندریمر،  جمله  از  مختلفی  ی های 

پلیمر غیرآلی،  نانوذرات  ویروسکربنی،  غیرهها،  و  استفاده    ها 

تا دارو به طور هدفمند به    (Shahgolzari et al. 2020)  شودمی

  گروه های گیاهی یک  ویروس  کپسید  .بافت هدف منتقل شود

نانومواد  فردمنحصربه  کاربرد  از  که  هستند  های  بیولوژیک 

و   کپسید  یرپزشکیغ پزشکی  ساختاردارند.  تکراری ها  های 

که  ماکرومولکولی هستند که توانایی مونتاژ دوباره خود را دارند  

می باعث  حالت  تا  این  س  قالبشود  با  توخالی  طوح یکنواخت 

حاوی   یطورکلبهد. این سطوح داخلی و خارجی فعال ایجاد شو

بارگروه از  بالایی  تراکم  و  بوده  شیمیایی  های  های 

دارند از طرفی،  .  (Yuste-Calvo et al. 2019)  الکترواستاتیک 

از   یا  استفاده  همراه  تهیهادجووانتمواد  در  می واکسن  ها  -ها 

ایمنی بهبود  به  آنتیتواند  ایمنیزایی  القای  و  زایی طولانی ژن 

استفاده از ذرات ویروسی   .(Cao et al. 2020)مدت کمک کند  

  ها گزارش شده استواکسن  ادجووانت در تهیه   عنوانبهگیاهی  

(Bastola et al. 2017; Lebel et al. 2015)  . ذرات پتانسیل 

مطالع هم    CaMVویروسی   در  ادجووانت  عنوان  قبلی  ات  به 

در ژنوم ویروس    .(Evtushenko et al. 2020)اثبات شده است  

CaMV  انداز  راهCaMV 35S    وجود دارد که حتی قابلیت فعال

سلول در  دارد  بودن  را  انسانی  و   (Myhre et al. 2006)های 

تواند خطرات احتمالی را برای بدن انسان ایجاد کند که با  می

  شود. این ویروس این مشکل برطرف می VLPsتولید هترولوگ 

ی  ( که مادهVLPsتولید ذرات شبه ویروسی )   در این تحقیق،

ویروس   عفونی  CaMVژنتیک  و  نبوده  دارا  انجام    را  نیستند 

گرفت و توانایی مونتاژ خودبخودی کپسیدهای نوترکیب و عدم  

ها زیر میکروسکوپ الکترونی بررسی تشکیل اینکلوژن بادی آن

می ویژگی  این  تایید  که  این شد  روی  بیشتر  مطالعات  تواند 

 کپسیدها به عنوان حامل دارو را هموارتر کند. 
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  ویروس و تکثیر   گیاهان آلوده به  از  CaMVویروس    یجداساز
 CPژن 

کلم آلوده  از میزبان گل   CaMVویروس  جداسازی    منظوربه

ویروس گل گ  از  یبردارنمونه  ،به   علائم  دارای  کلم یاهان 

بیماری این  چ  ک،یموزائ مثل    مشخص  ، یخوردگنینکروز، 

رگ  ی بدشکل و  گرفت  ینوار  برگبرگ  نمونه  .صورت  های  این 

از تره  وهیم  نیاد یم  گیاهی  تبریزبار  و  .  شدند  تهیه  شهرستان 

 .Dellaporta et al)  انجام شد   CTABبه روش    DNAاستخراج  

  روش   استخراج شده از  DNAاز    CPژن    تکثیرو برای    (1983

PCR    با آغازگرهای اختصاصی ژنCP  جدول    استفاده گردید(

1). 

 

 CPژن  یابییتوال و سازیهمسانه

   pGEX2TKیانیب  دیپلاسم  از  CPژن    یسازهمسانه  یبرا

گردید  مستق  5'  یانتها  در .  ( a1)شکل    استفاده  م  یآغازگر 

انتها   BamHI میآنز  جایگاه برشی  ر معکوس آغازگ  5'  یو در 

برشی شد SmaI میآنز  جایگاه  داده  در  (1)جدول    ند قرار   .

دو    5'قسمت   نوکلئوتید  ،آغازگرنوع  هر  به   (aa)  آدنین دو 

  شی بر  هایجایگاهشد.  ضافه  ا  های برشیآنزیم  عنوان نشیمنگاه

در  pGEX2TK دیپلاسم  یرو  مذکور  اندونوکلئاز  هایآنزیم

دا  آن  MCSمحل   ا  که(  1)شکل  د  رقرار  امکان    قیطر  ن یاز 

 . واکنش استفراهم  بیانی    د یبه پلاسم  CPژن    سازیهمسانه

PCR     مطابق با برنامه  تریکرولیم  20در حجم  °C94    به مدت

شامل    30،  قهیدقچهار   مدت    C 94°چرخه    ، هیثان  45به 

°C54  ه،یثان  45ه مدت  ب  °C72    ت یو در نها  هیثان  90به مدت  

نها  یبرا مدت    C72°  ییبسط  برا  قهیدق  10به  شد.   یانجام 

قطع  آگارز    DNA  اتمشاهده  ژل  شد  کیاز  استفاده  .  درصد 

های  با آنزیم  بیانی  وکتورو    CP  قطعه  ،یسازانجام همسانه  یبرا

از بافر     ش داده شدند بر(  NEBذکر شده )شرکت   برای برش 

Smart Cut    آنزیم با  ابتدا  و  شد  مدت   SmaIاستفاده    یک   به 

دمای   در  سانتی  30ساعت  سپس  درجه  و  انجام  برش  گراد 

و  BamHIآنزیم   گردید  در    اضافه  درجه   37یک ساعت دیگر 

شد.  سانتی نگهداری  جداسازگراد  از  برش  یپس   یافتهقطعات 

قطعات  ژلاز    مدنظر این  آن  شده  یسازخالص،  اتصال  با    هاو 

.  گرفتانجام    (فرمنتازشرکت  ) لیگاز    DNA 4Tآنزیم    استفاده از

 .Table 1. Primers used in this research                                                .آغازگرهای مورد استفاده در این تحقیق  . 1جدول
Sequence Primer name 

aaGGATCCATGGCCGAATCAATTTTAGACAGG CaMV-CP-F (cloning) 
aaCCCGGGTCAATCTGAGTCTGAGTCTTCAGAAG CaMV-CP-R (cloning) 
GCTCTGCGACATCTGCTACC CaMV-CP F800 
CTTGGCCTTCTCTTGCTCTTCG CaMV-CP R780 
TTTAGGCATGAAGCCAACGG CaMV-CP F900 
GGGAATCTCCGTTCCTCCTG CaMV-CP R320 
GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG pGEX2TK F870 
CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTT pGEX2TK R1020 

 
واکنش   از    اتصالمحصول  های  سلولبه    سازیخالصپس 

الکتروپوربه  Top10  سویه  E. coli  مستعد  5/2)یشن  روش 

پنج   مدت  به  ثانیه(  کیلوولت  استخراج    . یافتانتقال  هزارم 

نوترکیبپلاسمید   شد   انجامپرپ  مینی  روش  به  های 

(Bimboim & Doly 1979)وکتور تایید  نوترکیب    های. 

با  انجام    PCR  همزمان  آنزیمی  برش  های  وکتور.  گرفتو 

( توالی قطعهعدد(    15نوترکییب  تایید    درج شده   CPی  برای 

دانشگاه   توالی  فرانسه  Lilleبه  شدیابی  برای  برای   . ندارسال 

وتوالی ژن  کامل  و  یابی  توالی  همه  دادن  همچنین    پوشش 

ژن از آغازگرهای اختصاصی داخل ژن   بالادست و پایین دست

CP    و همچنین دو طرف محل ورود ژن در روی وکتور استفاده

 (.  1شد )جدول 

 ی پروتئین آنسازخالصو  CPژن  انیب

ژنب بیان  بررسی  به  نوترکیب    وکتور  ،CP  رای  شده  تائید 

الکتروپور  Rosettaسویه    E. coliباکتری   کمک   یشن به 

  ان یاز ب  ییبالا  زانیم  حصول  یبرا  ،مطالعه  نیدر ا  .تراریزش شد

به  CPژن     ی دمادو  از    باکتری  زبانیآن در م  انیب  سازینهیو 

مختلفزمانو  گراد  سانتی  درجه  37و    28 و  6،  3)  های   ،9  

-IPTG  (Isopropylمولار  میلی  1  ت غلظبا  پس از القا    (ساعت

β-D-thiogalactopyranosid در این آزمایش  ( استفاده گردید .

600OD    القا زمان  در  پروتئین    بود.   6/0باکتری  تخلیص  برای 

CPپ پا،  از  القا  انی س  در   g 5000  وژیفیسانتر  ان،یب  یزمان 

و  دقیقه    15 مدت  بهگراد  سانتی  درجه  چهار  یدما انجام 

ر  ییرو  محلول میلی  شد.  ختهیدور  هر  ازای  کشت به  از  لیتر 

با     PBSمیکرولیتر    40باکتری   نمونه  =pH  4/7سرد  ها  روی 

تخریب برای  و  گردید  از  باکتر  وارهید  اضافه  فراصوت ی   امواج 
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( استفاده  قهیدق  5-3به مدت    30با پالس    %40)سونیفیکاسیون

در  دقیقه و    60 مدت  به g  15000  با   شد سپس عصاره باکتری

نهایت  شد  وژیفیسانترگراد  سانتی  درجه  4دمای در   محلول. 

-GSTین  پروتئ  صیانتقال داده شد. تخل  دیجد  وبیبه ت  ییرو

CP    روش کمک  از  و    یل یتما  یکروماتوگراف به  استفاده  با 

 :CAS Nآلمان   شرکت سیگما)  سفاروز  نانوذرات  ونیسوسپانس

تمامی  (Harper & Speicher 2011)  شد  انجام(  9012-36-6  .

  CP  نیپروتئ  مشاهده منظور    به .  مراحل کار روی یخ انجام شد

ن در تیمارهای مختلف بیان از الکتروفورز ژل آخلوص    د ییو تا

SDS-PAGE  10%  .پروتئینی   باندهای   حاوی  ژل  استفاده شد  

  بلو   کوماسی   آمیزی  رنگ  محلول  در   ساعت  چهار  مدت   به

(   آب  در  %1/0بلو    کوماسی  و  %10استیک  اسید  ،%45متانول  )

  از   استفاده  با   سپس.  شد   داده  تکان   آرامی   به  شیکر  روی  بر

  تصویر  و   شد  رنگبری  %10استیک  اسید   و   %45  متانول  محلول

با    SDS-PAGEژل  شدت باندها در    یبررس  .گردید  اسکن  ژل

صورت گرفت. به عنوان شاهد، وکتور خالی    ImageJ  افزار  نرم

pGEX2TK   برای مقایسه نتایج به باکتری منتقل و از ابتدا در

خالی را با القاء   GSTموازات، مورد استفاده قرار گرفت که فقط 

 کند. بیان می 

  SDS-PAGEآن با    دیو تائ  بینوترک  دیپلاسم  انیبعد از ب

 یسر  کیشامل    نیپروتئ  یسازانجام شد. خالص  یسازخالص

م برا  باشدیمراحل  کردن    یکه  پروتئ  کیمجزا  از   نینوع 

م   یهانیپروتئ استفاده  خالصشودیمختلط    یامر  یساز. 

 نیساختار و فعل و انفعالات پروتئ  فه،یوظ  فیتوص  یبرا  یاتیح

با   یراحتبه GSTمحلول  وژنی ف  یهانی. پروتئباشدیم موردنظر

برای    .شوندیشده خالص م  تی سفاروز تثب  ونیاستفاده از گلوتات

از سفارز  سازخالص  شرکت سیگما   Sepharose 4Bی پروتئین 

شد    L-Glutathione reduced (Sigma G4251)و   استفاده 

(Pazhouhandeh et al. 2006)   حذف    یبرا  در نهایت  وGST  

تئین پروگردید و  استفاده    نی ترومب  میاز آنز  نیمتصل به پروتئ

 شد.  زیآنال SDS-PAGEتوسط خالص شده  

 

در باکتری   CPپروتئین    بررسی بیوانفورماتیکی میزان حلالیت
E. coli 

نرم از  پیشاستفاده  برای  مختلف  حلالیت  افزارهای  گویی 

میپروتئین هترولوگ،  میزبان  در  نوترکیب  اتخاذ  های  به  تواند 

نوترکیب استراتژی پروتئین  افزایش  برای  مناسب  و  لازم  های 

الگوریتم   از  تحقیق  این  در  کند.  کمک  هترولوگ  میزبان  در 

Protein-Sol  گویی حلالیت پروتئین  برای پیشCP    در باکتری

E. coli  .استفاده شد 

 

 ( TEM)  یالکترون کروسکوپیبا م CPمشاهده  
تخلیص شده از   CPبازآرایی صحیح پروتئین  مشاهده    یبرا

الکترونی به    (TEM-Mega View II)  میکروسکوپ  متعلق 

 استفاده شد. ایتالیا  Bolognaدانشگاه  
 

 نتایج 

 CPسازی ژن همسانه
برگ  DNAاستخراج   آلودگ  هایاز  به  مشکوک    یکه 

آر سیپی  روس، یو  یی شناسا  یبرا  .بودند صورت گرفت  یروسیو

جهت وجود قطعه   انجام شد و  CPی اختصاصی ژن  هابا آغازگر

محصول   در  تخم  PCRموردنظر  کم  تیفیک  نیو  از   تیو  آن 

 1همانطور که در شکل  .  استفاده شد  %1الکتروفورز ژل آگارز  

می ژن  دیده  )  اندازه با    CPشود  قابل  bp1470موردنظر   )

پ   . (b1)شکل    است  مشاهده به bp1470  آرسییمحصول 

باکتری  pGEX2TKپلاسمید   در  و   E. coli   متصل 
شد   TOP10سویه قطعه سپس    کلون     پلاسمید  و  این 

pGEX2TK   آنزیم از  استفاده  اندونوکلئاز  با   و  BamHIهای 

SamI     ژن نهایت  در  شدند.  داده  داخل    CPبرش    وکتوربه 

این    pGEX2TKبیانی   و  نوترکیب    وکتوروارد گردید  با  بیانی 

رها  یبرش  یهامیآنز به  منجر  که  شده  داده  برش    یی مربوطه 

آغاز  PCR  نیهمچن  دی قطعات مورد نظر گرد   یداخل  هایگربا 

آغازگر و  بیانی ژن  وکتور  کار  های  صحت  تا  شد    د یتائ  انجام 

توالی  .  (1)شکل    گردد بررسی    شده،   کلون  های DNAبرای 

نو  DNA  نمونه دانشگاه    pGEX2TK-CP  بترکیپلاسمید  در 

Lille    نتایج توالی یابی نشان داد که ژن  توالی یابی شد.  فرانسه

CP    بیانی درج شده است و چارچوب   وکتوربصورت صحیح در

توالی   همچنین  و  آن  انتهای    GSTخوانش  در    Nموجود 

درج    CPژن    یتوال  ترمینال آن دست نخورده باقی مانده است.

  BLASTnبا برنامه    NCBI  داده  گاهی در پا  بیانی  وکتورشده در  

گردید  شد و مشخص    سهیهای موجود در بانک ژن مقایبا توال

به    یتوال  نیا  که شماره  با    CaMVویروس    CP  ژنمربوط 

که قبلا از ایران   است  NCBI  گاهیدر پا  KF357590  یدسترس

 .(Farzadfar et al. 2014)گزارش شده است 
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  و  pGEX2TK-CPترانسفورم شده با    E.coli  یاستخراج شده از باکتر   یمدها یالکتروفورز پلاس  ،CPژن    یبرا   PCRالکتروفورز محصول  .  1شكل  

آلوده به  از گیاهان گل  PCRبه کمک    CaMVویروس    CP   (bp  1470)ژن    تکثیر(  a  .%1محدودگر در ژل آگارز    هایمآنزی  با  هابرش آن کلم 

نوترکیب با  پلاسمید تایید ( c. پس از همسانه سازی (1 )چاهک CPحاوی ژن  پلاسمید( و 2خالی )چاهک  پلاسمیدی ی اندازه ( مقایسه b .ویروس

آنزیم با  آنزیمآن  برش خطی  ( و  2  )چاهک  SmaI  و  BamHI   هایبرش همزمان  ( تایید  1kb DNA  .d مار کر    = M  .(1  )چاهک  BamHI  با 

 . CPبا آغازگرهای اختصاصی میانی ژن    PCRپلاسمیدهای نوترکیب با  
Figure 1. Electrophoresis of PCR product for CP gene, electrophoresis of plasmids extracted from E.coli bacteria 

transformed with pGEX2TK-CP and cutting them with restriction enzymes in 1% agarose gel. a) CaMV's CP gene 

amplified by PCR on infected cauliflower plants. b) The comparision of empty plasmid (lane 2) with plasmid 

containing CP gene (lane 1). c) confirming of the recombinant plasmid by digestion with both BamHI and SmaI (lane 2) 

and with BamHI (lane 1). M=DNA Ladder. d) confirming of recombinant plasmids by PCR using internal CP primers. 

   CPبیان ژن 
)  وکتوردر    CPژن    بیانبرای   نوترکیب  -pGEX2TKبیانی 

CaMVCP)    هیسواز  Rosetta  ین مقدار بیانبیشترو    استفاده شد  

گراد و شش ساعت بعد از القا  سانتی   درجه  37در دمای    CPژن  

  . (الف  2)شکل    دست آمد ه  بمولار  میلی  یکدر غلظت    IPTGبا  

حدود    در  SDS-PAGE در  (GST-CP)  اندازه پروتئین نوترکیب

آمددالتون  کیلو  82 مولکولی    . بدست  وزن  تئوری  لحاظ  از 

حدود    CPپروتئین   این  کیلو   56در  که  است  اختلاف دالتون 

در قسمت انتهای آمینی با   CPاندازه به دلیل فیوژن شدن ژن  

  ی بررسبرای    (. الف  2  )شکل   ست ادالتون(  کیلو  26)  GST  ژن

  در عصاره موجود نینسبت به کل پروتئ موردنظر نیپروتئ زانیم

مشخص    ImageJ  افزارنرم از    E. coliباکتری   و  شد  استفاده 

در حدود   موردنظر  پروتئین  که  پروتئدرصد    25گردید    نیکل 

می  باکتریمیزبان  این   تشکیل  قابل  که   دهد را    ی توجهمقدار 

با استفاده از      GST-CP  و GST یهانیپروتئ  صیتخل  باشد.  می

شد انجام  شکل   طورهمان.  سفارز  در  می  2  که  شود  دیده 

پروتئینخالص این  ذرات     (CPو    GST)  ها سازی  کمک  به 

انجام شدهسفارز   بالا  باند  است  با کیفیت  ژل  و  اضافی در  های 

SDS-PAGE  قابل    موردنظرو قطعات با اندازه    شودمشاهده نمی

 . ب( 2)شکل  رویت هستند

نوترکیب   پروتئین  ایجاد    CPبررسی مونتاژ صحیح  در    VLPsو 
 زیر میکروسکوپ الکترونی 

به   CPهای  پروتئین و چسبیدن  تعامل  توانایی  ویروسها  در 

را   آن  کپسید  ویروس  هر  خاص  معماری  با  تا  دارند  همدیگر 

سازی شده  تولید و خالص  CPهای  تشکیل دهند. انبوه پروتئین

مورد   باکتری  الکترونی از  میکروسکوپ  زیر  ساختاری  بررسی 

پروتئین بررسی  گرفتند.  شده  قرار  تولید  زیر    CPهای  در 

ایجاد   و  درست  چسبیدن  بهم  صحت  الکترونی  میکروسکوپ 

یا   ویروسی  شبه  کرد.  تأ را    VLPsذرات  ی  درستبه  VLPsیید 

طبیعی تفاوت بارزی را   CaMVمونتاژ شده و با ذرات ویروسی  

 شود. دیده می 3در شکل نشان ندادند که 
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های  پروتئین  مربوط به باندهایژل  ( ب(  1هک  )چا  GSTو  (  2)چاهک    GST-CPان ژن  بی  SDS-PAGEبه   مربوط ژل آکریل آمید  الف(    . 2شكل 

CP    و  (  3)چاهک GST  (  4سازی شده )چاهک  خالصMلدر پروتئینی ). 
Figure 2.  Right) Acrilamid gel of SDS-PAGE related to GST-CP expression (lane 2) and GST (lane 1). Left) gel 

related to CP protein band (lane 3) and GST (lane 4) both after purification. M) Protein Ladder. 

 

شبه ویروس خالی از  ذرات    تولید شده در زیر میکروسکوپ الکترونی.  CPاز بهم چسبیدن پروتئینهای    CaMVویروس    VLPsمشاهده    . 3شكل  

یا   شده  صورتبه  VLPsژنوم  مونتاژ  راست( صحیح  سمت  ویروسی    )شکل  ذرات  با  چپ  CaMVو  سمت  )شکل  از  طبیعی     برگفته 

https://viralzone.expasy.org)  تفاوتی ندارند  . 
Figure 3. Observation of CaMV's VLPs under TEM formed from auto-stick of expressed CP proteins with together. 

Genome-free VLPs have been formed correctly (Right) and do not have difference with natural CaMV particles (left, 

adapted from https://viralzone.expasy.org). 

 
 بحث

مهم  یک یکلم  گل  کییموزا  روسیو   ی هاروسیو  نیتراز 

قرار    یرتأث  تحتکه این خانواده را    است  Brassicaceaeخانواده  

و  کم  داده  کاهش  ک  تیباعث  میمحصولا  تیفیو  شود  ت 

(Spence et al. 2007)  .  گل  کیائموز   روسیو  رانیاکشور  در-

برا از آن    1986بار در سال    نیاول  یکلم    در از اصفهان و بعد 

 Ebrahim-Ghomi)ه است  گزارش شد  یو سار  رازیش  ن،یورام

ویروس  .  (2014 به  دانه  CaMVآلودگی  روغنی  در    50تا  های 

عملکرد   کاهش  موجب   .Sutic et al)  شودیمها  آندرصد 

مهم.  (1999 از  روشیکی  بیماریترین  با  مقابله  برای  های  ها 

آن هنگام  زود  تشخیص  میویروسی  روشها  های  باشد. 

رایج   بیماریمولکولی و سرولوژیکی دو روش  -برای تشخیص 

می  ویروسی  کلی،  .  باشند های    یبرا  یمولکول  یهاروشبطور 

 ی برا  معمول  یهاعنوان تست  بههای گیاهی  روسیو  صیتشخ

مراحل    یدگ یچیها و پ نهیهز  ل یبه دل  ها حجم وسیعی از نمونه

  ،کییسرولوژ، روش  رایجطور  ب   جه،یدر نت  ستندیمناسب ن  اجرا،
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پ    ی اهیگ  هایروسیو  صیتشخ  برایها  روش  نیرکاربردتراز 

اشاره    ELISAروش    توان بهها می که از جمله این روشبوده  

مقاالایزا  روش    کرد. سا  سهیدر    یکیسرولوژ  های روش  ریبا 

 هاینمونه  تست  یساده، نسبتا ارزان و استفاده از آن برا   یروش

 Lee & Chang)  باشدمی  ترراحت  ،زیادی در مدت زمان کمتر

-های تشخیص الایزا تولید مداوم آنتی برای تولید کیت.  (2006

می  هایبادی ضروری  ویروسیباشد.  ویروس  عنوان    ذرات  به 

کلونال  های مونوکلونال و پلیبادی ژن برای تولید آنتییک آنتی

در  بادی  ذرات ویروسی برای تولید آنتی  تهیه.  دنشواستفاده می

قبیل از  معایبی  دارای  میزبان  کافی    ،گیاهان  خلوص  نداشتن 

ویروسویروین کم  غلظت  طولانی  ها،  و  شده  استخراج  های 

 Hourani & Abou-Jawdah) باشد  انجام کار میمراحل  بودن  

2003; Hull 2013).   همچنین احتمال فرار ویروس وجود دارد

می بار  که  به  را  زیادی  مشکلات  و  کند  آلوده  را  مزارع  تواند 

روش از  یکی  ویروسیبیاورد.  ذرات  تولید  برای  جدید   ،های 

باشد.  های هترولوگ مختلف می ها در میزبانتولید نوترکیب آن

ا از  میزبانیکی    باشد می  E. coliباکتری    هترولوگ  یهاین 

(Ahmad et al. 2018; Rosano et al. 2019)  بیان سیستم   .

باکتری   قیمت سیس  E. coliبرای  ارزان  و  سریع  ساده،  تمی 

پروتئین از  زیادی  مقدار  تولید  می  هایبرای    باشد نوترکیب 

(Nuc & Nuc 2006).    های  تگبرچسب یا  همچنین استفاده از

عدم   بیان،  افزایش  به  باکتریایی  بیانی  سیستم  در  مختلف 

تشکیل اینکلوژن بادی، افزایش پایداری و تسهیل در استخراج  

نوترکیب   میپروتئین   Sørensen & Mortensen)  کندکمک 

در  (2005 مطالعه.  موفق  این  نوترکیب    تولید    CPپروتئین 

میزبان    هترولوگبصورت    CaMVویروس   تایید    E. coliدر 

نتیجه    .شد کهاین  بود  دیگری  مطالعات  با    د یتول  مطابق 

با هدف کاربرد  را    ی اهیمختلف گ  هایروسیو  کپسید  بینوترک

تهیه کیتدر  بودند انجام    الایزا  ی   .Bhardwaj et al)   داده 

2020; Salem et al. 2018; Darsono 2018).    ،در این پژوهش

یا  از   برای   -S)گلوتاتیون    GSTتگ  برچسب  ترانسفراز( 

استفاده از این  استفاده شد.    CPسازی پروتئین نوترکیب  خالص

های در مطالعات مختلفی برای تولید پروتئین  پروتئین کوچک

باکتری   در  مختلف  است  E. coliنوترکیب  شده   استفاده 

(Rabhi-Essafi et al. 2007).    پروتئین  اینGST   خالص -به 

سازی راحت، افزایش بیان و حلالیت پروتئین فیوژ شده کمک 

 .(Harper & Speicher 2011) کند می

امروز   به  لال انح  ییشگویپ   یبرا  ی ادیز  یهاتمیالگورتا 

تولید شده  یهانیپروتئ  یریپذ باکتر  نوترکیب     E. coli یدر 

آن  ،(Habibi et al. 2014)است    استفاده شده از جمله  ها که 

 .Hebditch et al)  اشاره کرد    Protein–Solتمیالگور  به  توانیم

کلی   .(2017 حالت  بنیپروتئ  تیحلال  ،در  در  هترولوگ    انیها 

توال  یبستگ دارد.   نهیآمدیاس  یبه    ی نیبشیپ   نیبنابرا  آنها 

رو  تیحلال است.  اریبس  یتوال  یاز  عدد  زمانی  ارزشمند  که 

این سرور پروتئین طبق  به حلالیت  یعنی    45/0  مربوط  باشد 

نظر حلال مورد  زمانی  پروتئین  و  مقدار است  این  از  بیشتر  که 

و   دارد  بالایی  حلالیت  این  باشد  از  زمانیکه  کمتر    45/0عدد 

دهنده باشد   میزبان  پروتئینکم  حلالیت    نشان  در    نوترکیب 

بود  هترولوگ بررسی (Hebditch et al. 2017)  خواهد  در   .

گلویروس    CPپروتئین  حلالیت    میزان در  کلم  موزائیک 

هترولوگ   نشان    451/0  عدد    E. coliمیزبان  که  آمد  بدست 

-های محلول محسوب میپروتئین  وجزمزبور  پروتئین  دهد  می

حلالیت   بهشود.  پروتئین    GST  پروتئین   مربوط  به    CPکه 

معادل  ویروس   است  آمد.  471/0فیوژن شده  بنابراین    بدست 

، علاوه بر کمک  GST  انتظار می رود استفاده از فیوژن پروتئین

خالص پروتئین  به  افزایش    CPسازی  کمک  حلالیت  به  آن 

بیوانفورماتیکی مطابق با نتایج    .کرده باشد  نتایج این مطالعات 

بطوریکه بود  حلالیت    عملی  و  بهتر  خلوص  بالا،  بسیار  بیان 

پروت شد.  کامل  حاصل  استراتژی  این  با  هدف  بررسی  در  ئین 

VLPs  خالص از  بعد  الکترونی  میکروسکوپ  زیر  ،  سازیدر 

بادی  اینکلوژن  عدم تشکیل  و  ویروسی  نوبازآرایی دقیق ذرات 

  د یتول  . به وضوح قابل مشاهد بود  الکترونی  در زیر میکروسکوپ

بیوتکنولوژی می    یندیفرآ  بینوترک  یهانیپروتئ مهم در علم 

و   پروتئ  ت یحلالباشد  جد  نیکم  مشکلات  و   یباعث  علم    در 

پروتئ  & Chan et al. 2010; Harper)  شودیم  نیصنعت 

Speicher 2011)،  استراتژ  یحت   یمهندس  یمنطق  یهایاگر 

 ی کدون، به خوب  یسازنهیو به  یقو  یمانند پروموترها  ک،یژنت

  هنر است  کیاغلب  نیاز حد پروتئ ش یب  انیشده باشد، ب انجام

(Hebditch et al. 2017)  ،  که در این تحقیق بیان بسیار بالای

 بدست آمد.  E. coliدر میزبان هترولوگ  CPپروتئین 

سیستم از  تولید  هاامروزه  برای  متعددی  کننده  بیان  ی 

نوهاپروتئین میی  استفاده  بیان ترکیب  سیستم  نوع  شود، 

هدف   به  بیشتر  رود،  می  کار  به  آزمایش  هر  برای  که  کننده 

از دارد.  بستگی  سیستم  آزمایش  مورد  جمله  پروکاریوتی  های 

نو پروتئین  بیان  در  مانند  استفاده  ،  E. coliترکیب 
Pseudomonas  وBacillus subtillis  است (Rosano & 

Ceccarelli 2014; Schumann 2007; Zhang et al. 2018) .

ها  ها، مخمرتوان به قارچهای یوکاریوتی هم میدر بین سیستم



 118                                                                              ...    بیان هترولوگ ژن پروتئین پوششی ویروس/    پوراسمعیل و همکاران

 J Appl Res Plant Prot 

سلول سلولو  حشرات،  سلولهای  و  پستانداران  های  های 

این سیستم از  اشاره کرد که هر یک  ها مزایا و معایب  گیاهی 

 . (Yasukawa et al. 1995) خاص خود را دارند

سال   ویروس   1982در  پوششی  پروتئین  ژن  بیان  برای 

از قاب خواندنی شماره چهار     bp  772قطعه  )  کلمموزائیک گل

و    E. coliاز باکتری    (CM1841کلم سویه  ویروس موزائیک گل

شد    K12  سویه مطالعه.  (Daubert et al. 1982)استفاده   در 

در  ویروس  پوششی  پروتئین  ژن  بیان  بررسی  برای  دیگر 

باز     E. coli  یباکتر   PLپروموتر    یحاو  pTG908  ی انیوکتور 

سو  ییالقا و  دما  و    TGE 6150  ییایباکتر  هیبا  شد  استفاده 

 & Albrecht)مشخص شد در این سیستم قابلیت بیان دارد  

Lebeurier 1988).  شده توسط    دیتول  نیپروتئORF V    ویروس

گل ر  یس یرونو  تیخاصکلم  موزائیک  و   H  بونوکلئازیمعکوس 

سال  دارد در  مخمر    1986.  از  ژن  این  بیان  بررسی  برای 

Saccharomyces cerevisiae    گردید مشخص  و  شد  استفاده 

دارد  بیان  قابلیت  مخمر  در  ژن  این  از  قبولی  قابل  سطح 

(Takatsuji et al. 1986).  یک شماره  خواندنی    روسیو  قاب 

نام    لویک  40  نیپروتئ  کیگل کلم    کییموزا به  را   P1دالتون 

نقش دارد. به   روسیکند که در حرکت سلول به سلول وی کد م

بررس آن،    یمنظور  بیان    S. cerevisiaeمخمر  در    P1عملکرد 

گل  .(Kirchherr et al. 1991)شد   موزائیک  ویروس   کلمدر 

ORF II   در یک سیستم    کندیم  بیانشته را    با  انتقال  عاملکه

baculovirus  سلولهای در و Spodoptera frugiperda (SF21)  

 .(Espinoza et al. 1992) شد بیان

در  ادجووانت که  هستند  موادی  مورد  ها  واکسن  تهیهها 

و به افزایش کارایی واکسن و همچنین   گیرنداستفاده قرار می

کردن  طولانیبه   بدن  ایمنی  زمان مدتتر  بیماری  زایی  علیه 

می .  (Bowen et al. 2018; Cao et al. 2020)  شوندمنجر 

های گیاهی به عنوان ادجووانت در مطالعات  استفاده از ویروس

است رسیده  اثبات  به   .Acosta‐Ramírez et al)  مختلفی 

2008; Rioux et al. 2014)  .  ویروسCaMV  یکی از ویروس-

اثبات  به  آن  بودن  ادجووانت  خاصیت  که  است  گیاهی  های 

برای بکارگیری ،  (Evtushenko et al. 2020)  رسیده است که 

همچنین   و  ادجووانت  عنوان  به  ویروس  بیشاین  تر  مطالعات 

.  انجام گیردتولید مداوم ذرات ویروسی  نیاز است که    ،روی آن

مشکلات   محک  و  میزبان  گیاهان  در  ویروسی  ذرات  تولید 

در  ها  ویروسغلظت کم  توان به  که از جمله می  متعددی دارد

از   ،یسازمراحل خالص  نیدر ح  ها آن  یداریناپا   ، یاه یگ  رهیش

دادن   قدرت    یمیندست  در    عفونیاز  کوتاه  زمان  مدت  در 

، عدم  هامحک برای برخی ویروس  اهیاتاق، عدم وجود گ  یدما

، عدم وجود  خلوص کافی ذرات ویروس استخراج و خالص شده

اولتراسانتریفوژ   دستگاه  بویژه  لازم  سازی خالص   برایامکانات 

زمان بودنویروس،  روش   بر  بودن  اغلب  پرهزینه  و  سنتی  های 

آنآن پایین  بازده  وسیعه ها،  سطح  در  آنها  کارایی  عدم  و   ا 

-ویروس موزائیک گل  VLPsدر این تحقیق تولید    .اشاره کرد

بدست آمد که   Rosettaی سویه E. coliکلم با بیان در باکتری 

در   ویروسی  ذرات  تولید  با  مرتبط  مشکلات  از  کدام  هیچ 

می و  ندارد  را  در  گیاهان  ادجووانت  عنوان  به    ی تهیه تواند 

ای به نانوذرات نقش فزاینده  های مختلف استفاده شود.واکسن

دارو  وکتورعنوان   انتقال  بافت در  به  سلولها  و  خاص  ها  های 

هایی مثل سرطان سینه و گلیوبلاستوما برای مبارزه با بیماری

ویروسی   .(Gamper et al. 2019)دارند   ذرات  از  استفاده 

پیشرفت است که در   نانوحامل دارو در حال  عنوان  به  گیاهی 

باشد  م ذرات ویروسی مورد نیاز میی این موارد تولید مداهمه

   این مورد محقق شده است.در این تحقیق  که

زمان و  از دماها  تحقیق  این  القا    هایدر    IPTGبا  مختلف 

. بیشترین استفاده شد  CPافزایش بیان ژن    سازی وبهینهبرای  

ساعت    9و    6های  گراد و زمانسانتی  درجه  37ی  بیان در دما

در  داری  معنی  تفاوت  ن دو زمان، بین ای  .  بعد از القا بدست آمد

بیان نشد.    CPژن    میزان  تحقیق   بهباتوجهمشاهده  این  نتایج 

القا  شودیم  استنباط  نیچن مدت  هایباکتر  که  ساعت    6  به 

 یریتأث  ،اینهای بالاتر از  و زمان  است  یکاف  CPبیان ژن    یبرا

شاید ورود باکتری بعد    پدیده،دلیل این    .در افرایش بیان ندارد

-فاز تعداد سلول  نیکه در ا  است  یی ستایفاز ابه    ،ساعت  6از  

مح  جدید  یها سلول  طیدر  تعداد  با  ب  یهابرابر  رفته    نیاز 

 زان یم  شیدر افزا  یریتأث  لقاا  زمانمدت  شیافزا  ،ین؛ بنابرااست

داشت  دیتول  نیپروتئ نخواهد  در خصوصشده  بررسی  نتایج   .  

نشان داد که افزایش    Prune dwarf virus ویروس CPبیان ژن 

چندانی بر میزان   یرتأثن القا حتی به میزان یک شب  مدت زما

شده   تولید  پروتئین   .Abou-Jawdah et al)  نداشتافزایش 

نتایج تحقیق ما است.  (2004 با  از    شیآزما  ایندر    که مطابق 

6/0  = 600OD  وIPTG  برای القای    مولاریلیم  1 یی با غلظت نها

قبلی  کارهای  با  مطابق  که  شد  استفاده    دبو  بیان 

(Hamdayanty et al. 2016).    در مختلفی  مطالعات  ایران  در 

پوششی   پروتئین  ژن  بیان     گیاهی   هایویروسبرخی  خصوص 

میانجا آن جمله  از  است که  بهم شده  موزائیک   توان  ویروس 

بوته    ی دگیچیپ   یرانیا  روسیو،  (Kolivand et al. 2016)  خیار

سیب ،  (Anabestani et al. 2019)چغندرقند   وای  ویروس 
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برگی کلروتیک  ، ویروس لکه(Bashir et al. 2015)  زمینی 

زمینی   Xویروس  و    (Mirzaei et al. 2019)سیب     سیب 

(Massumi et al. 2020)    باکتری کرد  E. coliدر  اما اشاره   .

کلم در ایران، در  رغم گسترش وسیع ویروس موزائیک گلعلی

بیان   سویهخصوص  پوششی  ویروس پروتئین  ایرانی  های 

در    کلم این تحقیق برای اولین بار در این پژوهشموزائیک گل

 مورد مطالعه قرار گرفت. ایران

نتایج این تحقیق و مطالعات مشابه انجام شده توسط سایر  

  هترولوگ  قبل گویای این است که بیان  یهاسالمحققین در  

رمختلف    ی هاویروس  CPژن   برای  جا  وشیک  یگزین 

مونتاژ سرم است.  ی آنتیذرات ویروسی برای تهیه  یسازخالص

ویروس پروتئینی  پوشش  نوترکیب  پروتئین  های  خوبخودی 

در آزمایشات مختلفی گزارش شده است   VLPsگیاهی و ایجاد 

(Wi et al. 2020)  ،  خودبخودی مونتاژ  تحقیق  این   VLPsدر 

ویروس   مقایسه  CaMVنوترکیب  ویروسی    و  ذرات  با  آن 

اد  استخراج شده از میزبان گیاهی هیچ گونه تفاوتی را نشان ند

قابیلت   ویروس  این  نوترکیب  کپسید  که  گردید  مشخص  و 

دارد را  ویروسی  ذرات  ایجاد  و  خودبخودی  مونتاژ  که    صحیح 

 تواند در حمل دارو در پزشکی مورد استفاده قرار گیرد.می
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