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درکههستندشدهحفاظتویمیقديهامولکولی، کروبیضدميدهایپپت

اهانیگوجانورانها،يباکترمانندزندهموجوداتیدفاعيهاسمیمکان

 یروشد،یجدیکروبیضدميدهایتپپیمعرفوییشناسا. شوندیمدهید

بهبود زا و همچنین  هاي بیماريمقابله با میکروبيمقرون به صرفه برا

 بینوترک DNAيبا استفاده از تکنولوژ یزراعاهانیگيهامقاومت گونه

دیکننده پپتکدژنیتواليحاویسازه ژنکبه این منظور ی. است

 يسازهمسانهپس از اوگلینوتروف(Omiganan)ن گانایامیکروبیضدم

دادهانتقالتوتونیبرگيهاسکیدهب نزیتومفاش ومیویاگروباکتربه کمک 

ژنومدر  یکروبیضدم دیپپتکننده کدژنحضورPCRروش  با. شد

انتخابشاهدهمراهبهختیتراراهیگ6تعدادو  خت اثباتیتراراهانیگ

يهايباکتربرخیرشد لکنتريبراآنازواستخراجکلنیپروتئ.شدند

 Bacillusو  E.coli،Staphylococcus aureusمثل؛یانسانمهم

cereusمانندیاهیگهايبرخی باکترينیهمچنوXanthomonas 

campestris  وPseudomonas aeruginosaو  سکیروش د به

 اهانیکل گ نیپروتئنتایج نشان داد که . شد استفادههاله مهار کننده  لیتشک

)>05/0P(ي داریمعنطور بهخت،یترارریغگیاه با  سهیمقادرختیترار

 اهانیگ نیب)>05/0P(ي داریتفاوت معن. شدهايباکترشتریبرشد  مانع

خلافبر. شدمشاهدها يباکتريتأثیر رو زانیاز نظر م ختیترار

)>05/0P(يداریمعنتأثیرگانانیامدیپپتحضور،یمنفگرميهايباکتر

در کنترل )>05/0P(يداریتأثیر معن ، اماگرم مثبت نداشت يهاترباک يرو

امیگانان در گیاه و دیپپتانیببابنابراین . داشت یاهیگ يهاپاتوژنرشد 

هاي دارویی از آن به توان با استفاده از فرمولاسیونسازي آن، می خالص

ی، زراعاهانیگهمچنین با بیان این پپتید در. عنوان ضد باکتري استفاده کرد

  .نمود دیتولزا بیماريعواملبهمقاوماهانیگتوانمی

  

،پاتوژن،نزیتومفاشومیاگروباکتری، کروبیمضددیپپت:يدیکلهايواژه

  توتونپروتئین نوترکیب، 

Antimicrobial peptides are ancient and conserved 
molecules which are found in defense mechanisms of 
almost all living organisms from bacteria to animal and 
plant species. Identification and introduction of novel 
antimicrobial peptides, is a cost-effective way to improve 
crop plants resistance to pathogens by using recombinant 
DNA technology. Therefore, an expression construct 
containing omiganan antimicrobial encoding gene from 
the cytoplasmic granules of bovine neutrophils, was cloned 
and transferred to the tobacco leaf disk using 
Agrobacterium tumefaciens mediated-transformation. The 
presence of the antimicrobial peptide encoding gene in the 
genome of transgenic plants was confirmed by PCR 
analysis. Six putative transgenic lines and a non-transgenic 
control plant were selected for further molecular analysis. 
Total protein was extract from transgenic and non-
transgenic control plants and used for antimicrobial 
activity assay against some human; E. coli, Salmonella, 
Staphylococcus, Bacillus, and plant: Xanthomonas and
Pseudomonas pathogens by disc diffusion method. Results 
of this experiment showed that total protein extract from 
transgenic lines, as compared to non-transgenic plant, was 
significantly (P<0.05) able to inhibit bacteria growth. 
There was a significant difference (P<0.05) between 
transgenic lines with respect to anti-bacteria effect. In 
contrary to gram-negative bacteria, omiganan peptide did 
not have a significant effect (P>0.05) on gram-positive 
pathogenic bacteria. Therefore, it is possible to express and 
purify omiganan peptide from transgenic and used it in 
pharmacology formulations as an anti-bacterial medicine. 
Furthermore, this approach may offer an opportunity to 
generate transgenic crop plants expressing omiganan 
peptide resistance to some devastating plant bacteria 
pathogens.

Keywords: Antimicrobial peptides, Agrobacterium 
tumefaciens, pathogen, Recombinant protein, Tobacco. 
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  مقدمه

يها، مولکولAMPs(1(ی کروبیضدم يدهایپپت

هستند که در  تکاملی حفاظت شده وینیپروتئ

از موجودات زنده  ياگسترده فیط یدفاع يها سمیمکان

از  یعیوس فیط هیعلپروکاریوتها تا انسانجملهاز

خواص  دهایپپت اکثر. کنندیممشارکتزا عوامل عفونت

ویکیوتیبیآنت اثراتن،یضد اندوتوکس ،یکروبیضدم

 .)Guaní-Guerra et al., 2010(دارند یضدقارچ

 معمولاً واناتیو ح اهانیگ یکروبیضدم يدهایپپت

) نیو آرژن نیزیل يهانهیآم دیاس يحاو یعنی(یونیکات

 نیا. نداشدهلیتشکنهیآمدیاس45تا12ازوهستند

 دجایافقط بعد از  ایطور دائم ممکن است به دهایپپت

عمل  یاصل گاهیجا .شوند دیتول یدگید بیآس ایعفونت 

 يهايدر باکتر. است یتوپلاسمیغشاء س دهایپپت شتریب

دهایساکار یپوپلیدر ابتدا با ل دهایپپت ،یگرم منف

و  شدهریدرگ) یونیآن اریخارج غشاء بس يدهایپیکولیگل(

و سپس به طور موضعی غشاء را مختل و به غشاء 

این مکانیسم . کنندی پیدا میسیتوپلاسمی دسترس

عمل، قادر به بیان بسیاري از خواص بالینی مطلوب 

 ,Hancock & Lehrer(پپتیدهاي ضد میکروبی  است

1998(.  

کوچک و مهم به  يدهایپپت نیا دیاگرچه تول

و  دیاما تول شود،یپستانداران محدود نم ریانسان و سا

تیاز اهم زندهموجوداتها در موقع آن بهترشح 

دردهایپپت ییمحققان از توانا. برخوردار است ییبالا

 استفادهییمواد دارو دیتول درزا بیماريعواملمهار

در  دهایپپت نیاز ا يمثال، تاکنون تعداد يبرا. اندردهک

گذر  ینیبال يها شیکه از آزما ییهايبند فرمول

وارد بازار  يداروساز يها اند، توسط شرکت کرده

درمان (MBI226مانند  ییدهایپپت. اند مصرف شده

درمان (MX-594AN، )خون يها عفونت یبرخ

حاصل از  يهايماریدرمان ب(PG-1، )اکنه

                                                                 
1. Antimicrobial Peptides

 ,Pseudomonas aeruginosaيهايباکتر

Staphylococcus aureus( ،Plactacin) با

مقاوم به  يهايباکتر هیعل یکروبیضد م تیخاص

ثر در درمان مؤو  هیشو دهان(P-113و) کیوتیبیآنت

 لیقب نیاز جمله ا تیژنژوو  یدندان يها پلاك

  .)Guaní-Guerra et al., 2010(هستند  دهایپپت

هاي حاصل محصولات کشاورزي به انواع بیماري

ها حساس هستند ها و ویروسها و باکترياز قارچ

زیرا سبب کاهش قابل توجه در عملکرد و کیفیت 

Furman(گردندمحصولات می et al., 2013(. 

جدا  ،ییایمیتوسط سموم ش یاهیگ يهايماریکنترل ب

ی و طیمحستینه بودن، مشکلات زیاز پر هز

 يمرسوم برا يهاروش. را به همراه دارند بهداشتی

هر ،يماریمقاوم در برابر ب یزراع يهاتهیوار جادیا

زمان بر بوده  یارقام نیچن دیچند کارا هستند، اما تول

 فیدرمقابله با ط یها در مدت کوتاهو مقاومت آن

 ,Zasloff)ابدییکاهش م هايماریاز ب یعیوس

مقاوم  یاهیارقام گ دیبا توجه به ضرورت تول. (2002

 نواقصو  یستیز ریو غ یستیهاي زبه تنش

 ريیکارگ به ،یاهیبهنژادي گ یهاي سنتروش

مشکل  نیرفت از اهاي مؤثر تنها راه برونروش

و  دتریهاي جدروش ر،یهاي اخدر سال. دباشیم

بر  یرگیبراي چ کیژنت یکاراتري در مهندس

 آمدهفراهم  یسنت یاهینژادي گبه هايتیمحدود

  . است

در سال هاي اخیر تحقیقات فراوانی در خصوص 

ا در حال انجام هحل مشکل مقاومت دارویی توسط پپتید

هاي عفونی که مقاومت بویژه در مورد بیماري. می باشد

عامل بیماریزا به آنتی بیوتیک درمان را پرهزینه و با 

سمتبهانمحقّقرو،نیااز. سازدمشکل مواجه می

اثراتدارابودنضمنکهاندآوردهرويیهاینیگزیجا

مصرفازیناشیجانبعوارضفاقد،ییایباکترضد

شیافزابا. )Burt, 2004(هستندییایمیشاروهايد

درکهییهاکیوتیبیآنتبههاسمیکروارگانیممقاومت

ضديدهایپپت،گیرندقرار میاستفادهموردحاضرحال



3  ...در توتون) MBI226(گانانیام یکروبیضدم دیپپت انیو ب سازيهمسانه: بدرحداد و همکاران  

ازطیف وسیعی براثربابتوانددیشایکروبیم

اآنهيبرایمناسبنیگزیجا،مقاوميهاسمیکروارگانیم

  .باشند

گستردگی طیف فعالیت در برابر باکتري، قارچ، 

و عمل )Niidome et al., 1999(ویروس و پروتوزوآ 

میکروبی نسبت به غشاء میکروبی انتخابی پپتیدهاي ضد

همچنین حداقل . دو ویژگی مهم این پپتیدها است

هاي غلظت مهارکنندگی، آسیب سریع به سلول

میکروبی و تاثیر مستقیم روي فسفولیپیدها، سبب 

ها به این پپتیدها کاهش سرعت ایجاد مقاومت پاتوژن

  .)Oard & Enright, 2006(شود می

دیدروکلرایپنتاهگانانیامیونیکات یکروبیضدم دیپپت

)MBI 226(1یتوال باILRWPWWPWRRK 

دیدروکلرایپنتاهگانانیام. است 2نیدیسیندولیاز ا یآنالوگ

شامل  هاسمیکروارگانیمازیعیوسفیطبرابردر

. کندیم تیفعال هاو قارچ یگرم مثبت و منف يهايباکتر

که در حال  pH 5و  یبا بار خنث یونیکات دیپپت گانانیام

 يقرار دارد و برا ینیبال قاتیحاضر در فاز سوم تحق

و  یخون يهااز عفونت يریجهت جلوگ یاستفاده موضع

 گانانیام یتوال. شده است یآکنه طراح عاتیکاهش ضا

است را  بوزومیسنتز شده در ر یکروبیضدم دیکه پپت

. کرديسازخالصگاولینوتروفيهادانهاز  توانیم

ازيریشگیپدرخصوصبهآنینیبالتیاهمبرعلاوه

نیاولتواندیمگانانیام،یمارستانیبيهاعفونت

 باشدیبوزومیریکروبیمضددیپپتبامرتبطکیوتیبیآنت

  .)Selsted et al., 1992(دست آورد  بازار را به دییکه تا

ژنيسازهمسانهسنتز ومطالعهنیاازهدف

گاولینوتروفگانانیامیکروبیمضددیپپتيکدکننده

 د،یپپت نیا انیبا ب. مدل توتون بود اهیو انتقال آن به گ

خواهد  دیپپت نیا يدارا ختیترار اهانیعصاره خام گ

قرارحملهموردصورتدررود  انتظار میکهبود

محدودبهقادراهیگزا، بیماريعواملتوسطگرفتن

                                                                 
1. Omiganan pentahydrochloride
2. Indolicidin

  .باشدپاتوژنرشدکردن

  

  ها مواد و روش

و  DH5αهیسو E.coliاز دو باکتري قیتحق نیدر ا

Agrobacterium tumefaciens هیسوGV3101

.Eاز باکتري. ژن استفاده شد يسازجهت همسانه coli

از  وسازه  ریبراي نگهداري و تکث زبانیعنوان مبه

هت انتقال ژن هدف به ج A. tumefaciensباکتري 

لدر مطالعه حاضر از ناق .توتون استفاده شد اهیگ

pUC19 یانیب ناقلازويسازهمسانه يکارها يبرا

pGSA1285 يجهت انتقال ژن به روش اگروباکتر 

  .استفاده شد

  
  سازهيسازآماده

  توالیباگاولینوتروفگانانیامژن
'5GGTGTACCATGGTTATCTTGCGTT
GGCCCTGGTGGCCCTGGCGAAGGA
AGGAAGGATCCCCGGGG3'

 BamHIوNcoIمحدودگريهامیآنزبرشگاهیجاو 

توتون  یکدون حیبا توجه به ترج 3'و 5'در سر  بیترت به

در bp65با اندازه سپس قطعه سنتز شده . سنتز شد

 BamHIو  NcoIيگاهایدر جا pUC19ناقل 

 يسازهمسانهقطعهبعد،مرحلهدر. دیگرد يسازهمسانه

 pGSA1285یانیدر ناقل ب ،pUC19شده در ناقل 

و  کلمگلکیموزائروسیو35S(3x)پروموتر  يحاو

) 1شکل) (Ocs(!سنتتاز نیدهنده اکتوپخاتمه

 /pGSA1285یانیبناقلوشديسازهمسانه

MBI226 توسطناقلنیا. )2شکل (دیگرد دیتول

هیوسنزیتومفاشومیاگروباکتربه  4ونیالکتروپوراسروش

GV3101  يبراژنيحاویانیبناقل . منتقل شد

.قرار گرفت یابییتوالمورد،یتوالصحت

  
  

  

  

  

  

  

                                                                 
3. Octopine synthase
4. Electroporation
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کیموزائروسیوS35یتحت کنترل پروموتور عموم دیپپت کنندهکدژن. MBI226کدکنندهژنيحاویژن سازه.1شکل

. شد استفاده(NPTII)نیسیکاناماکیوتیبینتآبهمقاومتژنازختیتراراهانیگانتخابیبرابنیهمچن. داردقرارکلمگل

  .نداردمطابقتنهاآیواقعاندازهباشکلدرعناصراندازه

  
  رشدطیشراواهیگ

اي از بذر توتون شهیهاي درون شاهچهیگ دیجهت تول

Nicotiana tabacum) (استفاده شد !يزانتارقم .

15يبراو% 70انولاتباهیثان30بذور به مدت ابتدا

 تونیتريحاودرصد  5/1میسدتیپوکلریهباقهیدق

، لیاستربار شستشو با آب مقطر 5-3پس سو

یبذرها با استفاده از کاغذ صاف. ندشد یضدعفون

 MS)Murashigeطیخشک و برروي مح لیاستر

& Skoog, 1962(ساکارزتریلدرگرم20يحاو

درجه  25±2دماي  درهاتیپل. شدندکشت

بهیزنجوانهازپسوشدنددادهگراد قرار یسانت

  .شدندمنتقلاهچهیگدیتوليبرامربايهاشهیش

  
  توتونییزازباوزشیترار

بهيزانتارقمتوتونیبرگسکیدي هازنمونهیر

ناقلحاملنزیتومفاشياگروباکترلهیوس

pGSA1285/ MBI226 شدند زشیترار)Horsch 

et al., 1989.(باياشدهدادهکشتيهايباکترزا

OD6005/0به. شداستفادههازنمونهیر حیتلق يبرا

ازیمربعمتریسانت1يهاسکیدابتداکهبیترتنیا

 10- 15و به مدت  دیگرد هیجوان توتون ته يهابرگ

سپس . قرار داده شدند يباکتر ونیدر سوسپانس قهیدق

                                                                 
1. Xanthi

 BA(2mg/l)يمحتو MS30یهم کشت طیبه مح

يو دما یکیروز در تار 3يبرا NAA (0.1mg/l)و 

پس از گذشت سه . گراد منتقل شدندیدرجه سانت 25

همراهبهیکشتهمتازهطیمحبههانمونهزیروز، ر

میسفوتاکسو) تریلدرگرمیلیم50(نیسیکاناما

25±2درییباززامنظوربه) تریلدرگرمیلیم200(

با. شدندمنتقلروز30-25يبراگرادیسانتدرجه

هیحاشازيمتریسانت3- 2يهاجوانهظهور

محرك  طیبه مح هازنمونهیرنیاها،زنمونهیر

 NAAهمراه به MSطیشامل مح ییزاشهیر

(0.1mg/l)و ) تریگرم در لیلیم 75(نیسی، کاناما

پس . منتقل شدند) تریگرم در لیلیم 200(میسفوتاکس

هورمونفاقدطیمحبههااهچهیگها،شهیاز ظهور ر

بهجواناهانیگها،شهیررشدازپس. افتندیانتقال

دادهانتقالماستیپعلاوههبتیپرلايحاوگلدان

پوشاندهیکیپلاستپوششباهاگلدانیتمام. شدند

نصف غلظت و  عیما MSباهاآناريیآبوشدند

  .بدون قند انجام شد

  
  PCRزیآنال

به ظاهر  يهاتوتوندرگانانیامژنوجوددییتايبرا

به  DNAاستخراج  ن،یسیمقاوم به کاناما ختیترار

توتون صورت گرفت يهابرگ ازCTABروش

)Richards et al., 1994(.ازاستفادهباسپس
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           -'MBI226F: 5:رفتیاختصاصيآغازگرها
TTTCATTTGGAGAGGACACGCT-3'

-'MBI226R: 5           :آغازگر برگشت

CACCAGGGCCAACGCAA-3' که در

NCBI  ،واکنش. شدریتکثگانانیامژنطراحی شد

درجه94(هیاولیواسرشتطیشرابامرازیپليارهیزنج

درجه 94(یواسرشتچرخه35و) قهیدق5گرادیسانت

گرادیدرجه سانت58(نگیلیآن، )قهیدق1گرادیسانت

درو) هیثان20دگرایدرجه سانت72(بسطو) هیثان45

گرادیدرجه سانت72(یینهابسطمرتبهکیتینها

  . گرفتصورت) قهیدق7يبرا

  
نیاستخراج عصاره پروتئ

وختیترارتوتوناهانیگرم از بافت تازه گ کیمقدار

 یبه خوب ینیدر هاون چ عیمجاورت ازت ما درشاهد

 1(هم حجم آن  زانیسپس به م .پودر و هموژن شد

 25میپتاسفسفات(میبافر فسفات پتاس) رتیلیلیم

درجه4درواضافهآنبه)=7pHمولار، یلیم

قهیدق30مدتبهقهیدقدردور10000باگرادیسانت

يآورجمعاطیاحتبانیرونشسپس. شدوژیفیسانتر

درويریگاندازهبرادفوردروشباآنغلظتودیگرد

شديدارنگهگرادیسانتدرجه-20ای4يدما

)Chmara et al., 1998; Alan et al., 2004(.  

  
  ییایباکترضداثریبررس

شامل قیتحقنیادرمطالعهموردهايسمیکروارگانیم

E. coli)ATCC 25922( ،Pseudomonas 

aeruginosa)ATCC 27883( ،Salmonella 

typhi)PTCC 1639 ( و(PTCC 1473) 

Xanthomonas campestris،Staphylococcus 

aureus)ATCC 1189 (و(PTCC 1181) 

Bacillus cereusبودند.  
(MIC)یغلظت مهارکنندگ حداقل

استفاده  با!)MIC(رشد  یحداقل غلظت مهارکنندگ

 Vanden(دیگردنییتع!سازى در لولهاز روش رقت

& Vlietinck, 1991( .وله ل6تعدادشیآزما نیدر ا

،60،30،15،5/7(هاي مختلف رقت شیبراي آزما

کی،هر عصاره )تریلیلیمبرکروگرمیم0و75/3

کشت طیعلاوه مح شده به قیحاوى عصاره رقلوله

 ونیحاوى سوسپانسلوله کیعنوان کنترل مثبت و  به

ن کنترل عنوا کشت به طیعلاوه مح به کروبىیم

 60عصاره  هیغلظت اول.در نظر گرفته شدی منف

ها به جز کنترل به لوله. بود تریل یلیم/گرم کرویم

یکروبیم ونیسوسپانس تریکرولیم 50زانیمثبت به م

باکتري  CFU/ml108×5/1داراي فارلندمکمین

 هر یک از ها براىسازى عصاره یقرق. انتقال داده شد

هاى همه لوله. داگانه انجام شدها به صورت جباکترى

قرار داده  C37°ساعت در 24براي مدت  شیآزما

از رشد  ینظر کدورت ناش ها ازسپس لوله. ندشد

جادیمشاهده ابا.دندیگرد یشده بررس حیباکتري تلق

غلظتحداقلعنوانبهیقبللولهلوله،هردرکدورت

رلکنتلولهمورددر.شدگرفتهنظردریمهارکنندگ

يباکتریکافرشددهندهنشانکدورتمثبت،

شفافورشدبدوندیبایمنفکنترللوله. باشدیم

 ;Vanden & Vlietinck, 1991(باشد

Sindambiwe et al., 1999(.  

  
  سکیدازاستفادهباآگاردرانتشار

يحاواهانیگینیپروتئعصارهبهمقاومتسنجشيبرا

استفادهوژنیفیدسکیدروشازیکروبیمضددیپپت

 يها سکید ش،یهاي مورد آزماسکید هیجهت ته.شد

 ینیپروتئهاي  متر توسط عصاره لىیم 6بلانک با قطر 

در هر . دندیاشباع گرد µg/ml60شده با غلظت  هیته

اهیگینیپروتئعصارهحاوي  سکید کیشیسري آزما

 یعنوان کنترل منف به با غلظت مذکور ختیرتراریغ

                                                                 
1. Minimal Inhibitory Concentration
2. Broth Macro dilution susceptibility assay
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هاى عدم رشد از هاله سهیجهت مقا .شد کار برده هب

، )گرموکریم 10غلظت (!نیسیجنتاماکیوتیبآنتى

 رىیجلوگ منظوربه) گرمکرویم 30غلظت (!میسفوتاکس

در . عنوان کنترل مثبت استفاده شده ب هايباکتراز رشد 

تهیه و آگارهینتونمولرکشتمحیطآزمایشاین

 از تریکرولیم100پلیت تقسیم شد سپسدرون

cfu/mlفارلند داراى مک مینیکروبیم ونیسوسپانس

ياپنبهسوآبو با ختهیکشت ر طیروى مح 108

درکنواختیصورتبهيباکترونیسوسپانسازاستریل

سپس .دیگردحیتلقآگارنتونیه-مولرطیمحسطح

استفادهبامختلف يهاشده از عصاره هیهاي تهسکید

و . شددادهقرارکشتطیمحسطحدراستریلپنساز

 گرادیدرجه سانت 37انکوباتورساعت در  24براي مدت

هاي عدم رشد سپس قطر هاله .نگهداري شدند

 ,Bauer(دیمربوطه گزارش گرد نیانگیو م ريیگاندازه

1966; Mangena & Muyima, 1999(.  

  
  يآمارزیآنال

انسیوارزیآنال. شدندیبررستکرار3باهادادهیتمام

 SAS9.1افزار  با استفاده از نرم) ANOVA(هیسوکی

.به روش دانکن انجام شد نیانگیم سهیو مقا

  نتایج و بحث

توتوناهانیگیختیتراردییتأ

زیرکنارهازییهاجوانهبافت،کشتانیجردر

ییباززايبراهاجوانهنیا. شدندداریپدیبرگيهانمونه

انتقالییزاشهیروییزاساقهطیمحبه،اهچهیگدیتولو

بهمقاوميهااهچهیگدیتولازپس). 2شکل (افتندی

ظاهربهاهچهیگ230تعداد،mg/ml100نیسیکاناما

بهاهچهیگ230مجموعاز. شدندانتخابختیترار

ییزاشهیربهموفقاهچهیگ14تعدادختیترارظاهر

د درص 6حدود  درزشیترارهیاولییکارازانیم. شدند

                                                                 
1. Gentamycin
2. Cefotaxime

MBI-XXیمرحله به اسام نیا يها اهچهیگ. بود

و  دیمعرف نام پپت MBIنام،  نیشدند که در ا دهینام

XX است ختیترار نیشماره لا .

  

  
 ییجوانه و باززا لینمونه، تشکزیر هیمراحل ته .2شکل

باشدهحیتلقیبرگيهاسکید: A. زشیتوتون پس از ترار

: Bکیوتیبیآنت يدارا طیدر مح کالوسدیتولوومیاگروباکتر

فاقد  طیکامل در مح اهیگ :Cتوتون  يهااهچهیگ ییزاشهیر

  گلدانبهختیتراراهیگانتقال: Dکیوتیبیآنت

  

14هايبرگازیژنومDNAاز استخراج  پس

نمونهکیوختیترارظاهربهتوتوناهچهیگ

باPCRآزمون ) کنترل(ختیرتراریغ اهچهیگ

زیآنال .گرفتصورتآنهايرویاختصاصيآغازگرها

PCR اهچهیگ 6نشان داد که در تعداد  اهانیگ نیا

به قطعه وبودشدهواردگانانیآمدیکدکننده پپتژن

. دیگرد ریمعادل طول ژن در آنها تکث bp120طول 

مشاهده  يباند چیشاهد ه اهیبود که در گ یحال نیا

ادامه مطالعات  يبرا نیبنابرا). 3شکل (نشد 

،MBI-2،MBI-4،MBI-7،MBI-9يهاهچهایگ

MBI-10،MBI-13  و شاهدUt انتخاب شدند.  
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درگانانیآمدیپپتیکروبیضدمتیفعالیابیارز

ختیتراريهاتوتون

  .)MIC(بازدارندگىغلظتحداقل

  حداقل غلظت بازدارندگى، حداقل غلظتى از عصاره

ها درصد رشد باکترى 90زانیتواند به ماست که مى

 نییسازى در لوله براى تعروش رقت. کند را مهار

حساس مى  اریو بس قیدق یروش کروبىیخواص ضدم

خواص  ابىیارز نییباشد و تاکنون براى تع

استفاده شده است  اهىیعصاره هاى گ کروبىیضدم

)Scorzoni et al., 2007( .حاصل از حداقل  جینتا

 ختیتراريهاتوتونهاى غلظت بازدارندگى عصاره

.نشان داده شده است 1ر جدول د

  
  

 کیختیترار اهانیدر گ. ختیترارریو غ ختیترار اهانیگ یژنوم DNAریاز تکث حاصلPCRالکتروفورز محصول  .3شکل

را نشان  bp100نشانگر اندازه : M. بود کسانیگانانیآم دیکه با اندازه ژن کدکننده پپت دیگرد ریتکث bp120باند در حدود 

بهمربوطيهاشمارهاعداد. دهدیرا به عنوان شاهد مثبت نشان م pGSA/MBIدیپلاسم يرو دیژن پپت ریتکث: P.دهدیم

  ).استفاده از آب به جاي الگو(کنترل منفی : C.هستندختیترارظاهربهاهانیگ

  

ختیتراريهاتوتونینیعصاره پروتئ) MIC(یبازدارندگغلظتحداقل.1جدول

لاین زا بیمارييباکتر

 E.coli  Xanthomonas  تراریخت
campestris  

Pseudomonas 
aeruginosa  

Salmonella 
typhi  

Staphylococcus 
aureus  

Bacillus 
cereus  

30  30  30  6060>60MBI-2

>6030  >60>60>60>60MBI-4  
60  60  30  >60>60>60MBI-7  
30  30  60>60>60>60MBI-9  

>60>6030  >60>60>60MBI-10  
30  30  30  6060>60MBI-13
------Ut 

Ut :ختیترارریغشاهداهیگ  

  
  

  

  

  

بخش از مطالعه نشان داد که حداقل  نیا جینتا

 90از رشد رىیها که موجب جلوگغلظتى از عصاره

و30يهادر فاصله غلظت شودیمها درصد از باکترى

اهیگعصارهکهیحالرد. بودتریلیلیمبرکروگرمیم60
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نشدهايباکترازکیچیهرشدعمانختیرتراریغ

کنترل  يشود، برایکه مشاهد م يهمانطور). 1جدول (

 يشتریبه غلظت ب  Salmonella typhiيرشد باکتر

 خت،یترار اهینظر از نوع گصرف. است ازین دیاز پپت

 Salmonellaيباکتر يبرا یحداقل غلظت بازدارندگ

typhi،60 در مرحله بعد . است تریلیلیبر م کروگرمیم

از موارد به  یمیدارد که در ن قرارE. coliيباکتر

يبرایاهیگعصارهتریلیلیمبرکروگرمیم60حداقل 

اهیگدوخت،یتراراهانیگنیبدر. داردازینرشدتوقف

MBI-2وMBI-13 در  شتریب یاز قدرت مهارکنندگ

 يهايدر باکتر). 1جدول (رند داها برخوريهمه باکتر

اثر عصاره  Staphylococcus aureusگرم مثبت 

Salmonella typhiمشابه  ختیترار اهانیگ ینیپروتئ

اثر  زین یدر غلظت اصل Bacillus cereusاما در  .بود

بالاتر عصاره  يهامشاهده نشد و غلظت یبازدارندگ

ان نش 1جدول  جینتا نیهمچن. قرار نگرفت یمورد بررس

 کیکسانیمختلف به غلظت  يهایدهد که باکتریم

.دهندینشان م یواکنش متفاوت ختیترار اهیگ

  
  سکیدازاستفادهباآگاردرانتشار

نشان  2مربوط به قطر هاله عدم رشد در جدول  جینتا

 5مورد استفاده  هاىسکیقطر د. داده شده است

سر شده هاله ک يریگبود که از قطر اندازه متریلیم

بافر (کننده حلال  اثر ممانعت یبه منظور بررس. دیگرد

قرار  یمورد بررس زیحلال ن يحاو سکید) فسفات

کننده بر  گونه اثر ممانعت چیگرفت که بافر فسفات ه

از. دینگرد لیتشک يانداشت و هاله هايرشد باکتر

عنوان کنترل مثبت جهت  هب کیوتیبیآنت يحاو سکید

کننده استفاده شد که در عتقطر هاله ممان سهیمقا

. کرد جادیقطر هاله را ا نیشتریب مارهایبا تمام ت سهیمقا

 سکیحاصل از آزمون انتشار در آگار با استفاده از د جینتا

قطر هاله  نیشتریبیاکلیاشرشيباکتردرکهنشان داد 

توتوناهیگینیپروتئعصارهمهار رشد مربوط به 

وMBI-2اهیگدوآنازپسوMBI-7ختیترار

MBI-13، یبیتقر قطربايهاهالهجادیابابیبه ترت

 Xanthomonasيباکتردر. بوديمتریلیم14و  15

campestris نشان  یاثر مهارکنندگ اهانیتمام گ زین

وMBI-2اهیقطر هاله مربوط به گ نیشتریدادند که ب

MBI-13  يترباک در. بود متریلیم 15قطر

Pseudomonas aeruginosa قطر هاله در  نیشتریب

اهیمتر مربوط به گیلیم 20با اندازه  مارهایتمام ت انیم

MBI-13شماره  اهیبا گ ماریشد و پس از آن در ت جادیا

MBI-10، اهیگ کهیدر حالMBI-4اثر  چیه

  . نداشت یکنندگ ممانعت

 Salmonellaيبر رو MBI-13اهیگ یمهارکنندگ

typhiيمتریلیم 18قطربهنندههاله مهارک جادیبا ا 

 یبرخ ینیکه عصاره پروتئیدر صورت. قابل توجه بود

Salmonella typhiبر  یاثر مهارکنندگ چیه اهانیگ

با عصاره  ماریاست که در ت یدر حال نیا. نداشتند

هاله  هاياز باکتر کیچیشاهد در ه اهیگ ینیپروتئ

 ياهيباکتر یدر بررس). 4شکل(نشد  لیمهارکننده تشک

 Bacillusو Staphylococcus aureusگرم مثبت 

cereusيهاعصاره یتمام ماریقطر هاله در ت نیکمتر 

  Bacillus cereusدر  ژهیوهمشاهده شد ب یاهیگ

  .نداشتند ياکنندهاثر ممانعت چیه باًیتقر

دوعصاره،دانکنروشبههانیانگیمسهیمقادر 

 یکنندگمهار اثر نیشتریبا ب MBI-13و  MBI-2اهیگ

 اهانیگ رینسبت به عصاره سا يداریتفاوت معن

 اهیعصاره گ نیهمچن. و شاهد نشان دادند ختیترار

را در اکثر  یاثر مهار کنندگ نیکمتر MBI-4ختیترار

بخش  نیا جینتایکلطور به.)4شکل(داشت هايباکتر

اهانیگعصارهدهد که تأثیر یاز مطالعه نشان م

يهايباکترازکمتریانسانيهايباکتربرختیترار

ی در مقایسه بامنفگرميهايباکتردرواستیاهیگ

کنندگی  داراي اثر ممانعتمثبتگرميهايباکتر

  .باشندیمبیشتري
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  شاهدوختیترارتوتونینیپروتئيهاعصارهباماریتدرهايباکتررشدعدمهالهقطرنیانگیم.2جدول

  عصاره
  )متریلیم(رشدعدمهالهقطرنیانگیم

E.coli
Salmonella 

typhi
Xanthomonas 

campestris
Pseudomonas 

aeruginosa
Staphylococcus 

aureus
Bacillus 
cereus

MBI-2  0.57±14.660.57±9.33  0.57±15.33  0.52±18.66  0.14±0.66  0.14±0.08

MBI-4  0.15±0.660  0.57±11.6601.15±0.66  0.01±0.08  
MBI-7  0.57±15.33  0.52±5.66  0.15±9.33  1.52±13.66  1.11±0.68  0  
MBI-9  0.57±9.66  0  0.52±11.66  0.57±10.66  0.00±0.50  0  

MBI-10  0.15±8.66  0  0.15±6.33  1±190  0  
MBI-13  0.15±14.330.54±18.66  0.73±15  0±20  0.14±0.41  0  

Ut  0  0  0  0  0  0  
Gentamicin (10µg)0.28±30  -  -  0.50±30  -  -  

Cefotaxime (30µg)  -  0.28±29  0.00±30  -  0.00±32  0.00±20

  0.02  11.710.41  3.699.90  9.04  نیانگیم

Ut :استشدهارائهاریمعيخطا±تکرارسهنیانگیماساسبرجینتا. حتیترارریغشاهداهیگ.  

  

  
  

مواداشاره شده در  ریبه مقاد هاسکید. شاهدوختیترارتوتونینیپروتئعصارهباماریتدرهايکتربارشدعدمهاله.4شکل

  .اندشدهآغشتهکل،نیپروتئازهاروشو

  

درکهاستيدیجدیونیکاتدیپپتگانانیام

برابردریتوجهقابلتیفعالیشگاهیآزماطیشرا

دهدیمنشانخود  ازو مقاوم  جیرا يهاپاتوژن

)Fritsche et al., 2008( .عمل  هیاول میمکانس

اثر  ییتوانا بهیمنف گرميهايباکتردر  گانانیام

 گرميهايباکترو در  یتوپلاسمیغشاء س بردیپپت

کردن غشاء و مهار سنتز  زهیدپولاربهمخمر  ومثبت 

است  مرتبطمرگ سلول  تینهادروها ماکرومولکول

)Melo et al., 2006( .فرد  هار منحصر بساخت

گانانیاز جمله ام یونیکات یکروبیضدم يدهایپپت

) زیآبگريهانهیآمدیحضور توام بار مثبت و اس یعنی(

تعامل  يبرادهایگروه از پپت نیاییتوانااساسوهیپا

بدون  ییهاسمیمکانقیاز طر ییایباکتر يبا غشاها

)Melo & Castanho, 2007(است  رندهیواسطه گ

يدهایپپتعمل) یمیآنزریغ(یکیزیفسمیمکان

کهمعموليهاکیوتیبیآنتباسهیمقادریونیکات

زمانبهاریندارند،میآنزمهارمانندیخاصاهداف

رایزداردهايباکتردرمقاومتجادیايبرايشتریب
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ويساختارقیعمراتییتغبهمنجرکهییهاجهش

ازینموردمقاومتجادیايبراشودغشاءيعملکرد

 یکروبیضدم يدهایعمل در پپت سمیمکان نیا.است

 Melo et al., 2006; Melo(فرد استه منحصر ب

& Castanho, 2007(.

Sader یکروبیضد م تیفعال) 2004(و همکاران 

مخمر  214و  يباکتر 1437هیرا عل گانانیام دیپپت

يباکتر يبراMICزانیم. قرار دادند یبررس مورد

 Sader et(بودتریلیلیمبرکروگرمیم32يکولايا

al., 2004(. دیپپت نیا رأثیاز ت زین یمشابه جینتا 

درحالنیا با). 1جدول (دست آمد به يکولايا يرو

 60از  بالاترMICزانیمحتیتراراهانیگازيتعداد

دهد یموضوع نشان م نیا. بود تریلیلیبر م کروگرمیم

مانند  یختیترار هانایدر گ يدیتول دیپپت زانیکه م

MBI-4  وMBI-10 يهانیلا ریبا سا سهیدر مقا 

تواند ینظر م نیموضوع از ا نیا. کمتر است ختیترار

دوز  زانیبا م دیپپت تیفعال زانیمباشد که  تیحائز اهم

يهايباکترمورد  در. آن در ارتباط است یمصرف

Salmonella typhi،Staphylococcus aureus

MICن زایم  Bacillus cereusژهیوبه واورئوس

 Saderمثال،  يبرا. دهد یرا نشان م يستانه بالاترآ

et al.)2004 (زانیمگانانیام دیپپتاستفاده از  با

MICيباکتريبراراStaphylococcus aureus

اثر  کهنمودندگزارشتریل برکروگرمیم16

 مطالعهنیاجینتارا نسبت به  يتریقو یمهارکنندگ

 Pseudomonasيباکتر يبرانیهمچن. دادنشان 

aeruginosa زانیمMIC64حدوددررا

که اثر مهار  کردندگزارش  تریلیلیبر م کروگرمیم

مطالعه  نیا شیبه آزما نسبترا  يکمتر یکنندگ

یکروبیوجود اثر ضدم قیدو تحق هر. دهدیمنشان

تفاوت  .انددادهنشانهايباکترهیعلراگانانیامدیپپت

 طیاز شرا یتواند ناشیم یدر غلظت مهارکنندگ

خالص در  دیمتفاوت انجام آزمون، استفاده از پپت

در مقابل استفاده از )Sader et al.)2004یبررس

 & Subbalakshmi. حاضر باشد قیعصاره در تحق

Sitaram  ینوع(نیدیسیندولیایبازدارندگاثر 

. نمودندیررسبE.coliيبرارا) گانانیامآناگوك 

 دادنشانقیتحق نیا جیمطالعه همانند نتا نیا جینتا

  کروگرمیم50غلظتدرتواند  یم نیدیسیندولیاکه 

  يباکتريدرصد 90- 84مهار  سببتریلیلیمبر

با  سهیکه در مقا) MIC=50µg/ml(شود

MIC=30µg/mlتیفعال زانیمطالعه م نیا

استنگانایاماز  کمتروضوح ه ب نیدیسیندولیا

)Subbalakshmi & Sitaram, 1998( .مورد  در

مطالعهنیاMICمقدار  ،Bacillus cereusيباکتر

کمتربرابر4حدوددرکهبودکروگرمیم<60

(MIC=16 µg/ml)بر  نیدیسیندولیاتأثیرزانیماز

طوربه. )Sader et al., 2004(بود  يباکتر نیهم

درشدهانیبانگانیامدیپپتکهرسدیمنظربه،یکل

 يدو باکتر مهاردر  یتأثیر چندان خت،یترار يهاتوتون

 Staphylococcusو  Bacillus cereusگرم مثبت 

aureusموضوع  نیا ).2و1هايجدول(ندارد

تأثیرمورددريهاگزارش رایرسد زیبه نظر م بیعج

گرميهايباکتردوگروههريرودیپپتنیاکسانی

دیپپتچونحالنیابادارد،وجودیمنفگرمومثبت

یاهیگيهانیپروتئریساباهمراهمطالعهنیا

يدهایپپتباسهیمقادراستممکناستشدهيجداساز

نشان  ترویونیاطیمحدریمتفاوتتیفعال،یمصنوع

یمنفگرميهايباکتربرییایباکترضداثرتفاوت. دهد

عملمتفاوتيهاسمیمکاندرتوانیمرامثبتگرمو

يدهایپپتشتریب. دانستدهایپپتبرابردرآنها

کارییایباکتريهاسلولسطحباتعاملبایکروبیضدم

يباکتریسلولسلامتدراختلالسببوکنندیم

يهاسمیمکانمثبتگرميهايباکتردر. گردندیم

یکروبیضدميدهایپپتتعاملکردنمحدودبامقاومت

يهاسمیمکان. کنندیمعملییایباکترسلولسطحبا

بیتخرد،یپپتيجداسازایانداختندامبهشاملمقاومت

حذفز،یپروتئولبایکروبیضدميدهایپپتکامل

وفعالانتقالقیطرازسلولازیکروبیضدميدهایپپت

باتعاملازيریجلوگيبراسلولسطحساختاررییتغ
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 ,.Nawrocki et al(باشدیمیکروبیضدميدهایپپت

پروتئاز  توسطیکروبیضدميدهایپپتبیتخر.)2014

مشاهده شده است که Staphylococcus aureusدر 

گرددیم دیپپت بیسبب تخر LL-37دیدر مواجهه با پپت

)Sabat et al., 2000( .در نظم غشاء رییتغ نیهمچن

Staphylococcus aureus شیافزاقیاز طر

کاهشسببغشاءدربچردیاسشیافزاودیکاروتنوئ

 یسخت شیافزا ویکروبیضدميدهایپپتبهتیحساس

گرددیبه غشا م دهایسلول و کاهش ورود پپت وارهید

)Subczynski & Wisniewska, 2000(.نیا با 

در  يشتریمطالعه، به مطالعات ب نیا دیحال، در مورد پپت

  . است ازین نهیزم نیا

یروشاناهیگدریکروبیضدمدیپپتانیبالقاء

 يهاپاتوژنازیعیوسفیطبهمقاومتجادیايبرا

 يدهایپپت انیب يمطالعات متعدد. است یاهیگ

در  sacrotoxinوcecropin،مانند یکروبیضدم

 ,.Jaynes et al., 1993; Jan et al(توتون و گوجه 

2010 (MsrA3 ی نیزم بیدر س)Osusky et al., 

در  cecropin-melittinکیمریکا دیو پپت) 2004

گزارشرا )Osusky et al., 2000(ی نیزم بیس

ختیترار اهانیگمطالعات،  لیقب نیاتمامدر. اندکرده

مقاومت قابل  شیافزا خت،یرتراریغاهانینسبت به گ

مثال،  يبرا. انددادهنشانهاپاتوژن بهنسبتیتوجه

سبب  یدر گوجه فرنگ SP1یکروبیضدم دیپپت انیب

 Xanthomonasیاهیپاتوژن گ يباکترمقاومت به 

campestrisشدشاهداهیگباسهیمقادر)Diaz et 

al., 2016(ینیپروتئعصارهکهاستتوجهجالب

 دیتول بازینمطالعه حاضر  ختیترارتوتوناهانیگ

اهیگباسهیمقادرمتریلیم9قطرنیانگیمباياهاله

 MBI-13و  MBI-2اهیگدوعصارهتأثیرختیرتراریغ

مورد  يهايبر باکتر یکنندگاثر مهار نیشتریبا ب

و  ختیترار اهانیگ ریآزمون نسبت به عصاره سا

مجموعدر. نشان دادند يداریشاهد، تفاوت معن

هیعلختیتراراهانیگیمهارکنندگاثرنیشتریب

Pseudomonas aeruginosa  و سپس

Xanthomonas campestrisبود .

انیبباتحقیق نشان داد که طور کلی نتایج این به

سازي آن،  امیگانان در گیاه توتون و خالصدیپپت

توان مانع از آن براي جلوگیري از رشد می

زاي انسانی و گیاهی در محیط  هاي بیماريباکتري

همچنین با بیان آن به . آزمایشگاهی استفاده کرد

ی، زراعاهانیگهاي مهندسی ژنتیک درکمک روش

زا بیماريعواملبهمقاومتراریخت اهانیگتوانمی

که دیگر نیازي به استفاده از سموم  نمود دیتول

به علاوه، در صورت . شیمیایی براي کنترل آنها نباشد

تولید کافی این پپتید ضد باکتریایی در عصاره گیاهی، 

، عصاره را )گیري از گیاه آب(می توان با جداسازي آن 

اکتریایی روي صورت خام روي موضع آلودگی ببه

در حال حاضر استفاده از . پوست انسان استفاده نمود

این روش براي بررسی کارایی آن در کنترل باکتري 

 )Propionibacterium acnes(عامل بیماري آکنه 

.در انسان در حال انجام است
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