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 چکـــیده  نوع مقـاله

 و دارد ای گسترده طیف انگل ویروس، قارچ، باکتری، از اعم ها میکروارگانیسم بردن بین از در پیسیدین  مقاله پژوهشی اصیل
 مقاومت ها باکتری برابر در لذا و دارد نقش ذاتی ایمنی افزایش در و است ضدتوموری قوی فعالیت دارای
 ژن کلونینگ پژوهش این در. است برخوردار پروری آبزی در بالایی اهمیت از بنابراین کند؛ نمی ایجاد

 محصول. گرفت صورت pTZ57R/T وکتور در  (Sparus aurata)طلایی سر شانک ماهی پیسیدین
 های کلنی تک از. شدند منتقل DH5α سویه Escherichia coli باکتری مستعد های سلول به اتصال

 یافته رشد های کلنی تک صحت تاءیید. گرفت انجام پلاسمید استخراج سیلین، آمپی پلیت در شده مشاهده
 ژن cDNA شده تکثیر قطعه. گردید انجام توالی تعیین و مستقیم PCR های روش با پژوهش، این در

 پژوهش این از حاصل نتایج. است آمینواسید 57 و نوکلئوتید 310 از متشکل سرطلایی شانک ماهی پیسیدین
 نوکلئوتیدی توالی مقایسه. است گردیده کلون موفقیت با pTZ57R/T وکتور در پیسیدین ژن که داد نشان

 مقایسه. داد نشان Morone chrysops گونه 5 پیسیدین با را بالایی شباهت پژوهش این در پیسیدین ژن
 در شده ثبت گونه همین Dicentracin-like با مشابه کاملا پیسیدین پپتید سیگنال آمینواسیدی توالی
 Poesila گونه Pleorocidin-like با آمینواسید سه در تنها پیسیدین بالغ پپتید توالی و بوده ژنی بانک

farmosa و Dicentracin-like گونه Sphaeramia orbicularis می پژوهش این. دارد شباهت 
 .باشد پیسیدین پپتید بعدی مطالعات برای گامی تواند
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 مسول: نویسنده*
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 R/T57pTZوکتور پپتید پیسیدین، کلونینگ ژن، ماهی شانک سرطلایی،  ها:کــلید واژه  

 

 مقدمه
 گردیده باشند، داشته بالینی کاربرد میتوانند که زیستی، فعال مواد کشف موجب دریایی طبیعی فرآورده های فارماکولوژیک های ویژگی در پژوهش

 محصولات دیگر در آنها شیمیایی-ساختاری خصوصیات که است استثنایی فعال و زیستی طبیعی های فرآورده منبع دریایی، زیست محیط. است

از منبع دریا را فراهم آورده  زیستیتنوع زیستی اکوسیستم دریا طیف گسترده ای از ترکیبات  .شوند نمی دیده زی خشکی جانوران و گیاهان طبیعی

سیاری است که برای کشف دارو مهم است. تا به امروز، گروه های مختلف تحقیقاتی پتانسیل بیوشیمیایی ترکیبات طبیعی قابل ارزیابی دریا را در ب

ها مانند در تنوع درمان بیماری داروییمحصولات طبیعی جدا شده از محیط دریایی به دلیل دارا بودن پروتئین های  .]1[زمینه ها ارزیابی کرده اند 

خلیج  .]2[سرطان یا شرایط التهابی، کاملا شناخته شده هستند. در طب سنتی، موجودات دریایی برای ترمیم زخم و بهبود ضایعه استفاده می شود 

) Antimicrobialها  AMPوه ای به لحاظ تنوع زیستی و دارا بودن این نوع ترکیبات است. از بین این محصولات فارس دارای پتانسیل بالق
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)peptide  ،از جایگاه ویژه ای برخوردار هستند. پپتیدهای ضدمیکروبی علاوه بر مقابله مستقیم با پاتوژن ها، در تحریک سیستم دفاعی میزبان

سمت محل عفونت، و حتی تا حدودی در ایجاد ایمنی اکتسابی نیز نقش دارند؛ و البته این پپتیدها برای هدایت کردن سلول های ایمنی به 

پپتیدهای ضد میکروبی به دلیل طیف وسیعی از فعالیت های ضد میکروبی، پایین بودن فعالیت . ]4، 3[میکروارگانیسم های مفید بدن مضر نیستند 

توانند در بحث بیماری ها به صنعت آبزی پروری کنند، میها ایجاد مقاومت نمیجایی که در باکتری همولیتیکی، سمیت سلولی آن ها و از آن

ر صنعت کمک کنند. از طرفی به علت توانایی بالای این پپتیدها در مهار انواع باکتری ها، مخمرها و کپک ها می توان از آن ها در نگهداری غذا د

های پپتیدهای ضد میکروبی در ماهیان ویژگی های منحصر به فردی دارند که قابلیت جایگزینی با آنتی بیوتیک. ]4[ آبزی پروری نیز استفاده نمود

تجاری مرسوم در صنعت آبزی پروری دارند. به عنوان یک عضو مهم پپتیدهای ضد میکروبی در ماهیان، پیسیدین ها وظایف چندگانه ای در حذف 

ها، های متعددی شامل باکتریتوانند به وسیله محرکدارند. این ژن ها می in vitroتوموری در شرایط میکروارگانیسم ها و تجزیه سلول های 

؛ تحریک شوند. پیسیدین ها پتانسیل فعالیت ضدمیکروبی بر علیه تعداد زیادی poly I:Cها، انگل ها، ویروس ها و اجزاء تشکیل دهنده باکتری

ای علیه باکتری های گرم مثبت و گرم منفی با بهترین ارزش ضدباکتریایی علیه گونه های ها به طور گستردهاز میکروارگانیزم ها را نشان داد. آن 

، فعالیت ]8، 7، 6[. پیسیدین ها همچنین نشان دادند که دارای فعالیت ضد قارچی ]5[استرپتوکوکوس، پزودوموناس، باسیلوس و ویبریو فعال هستند 

ای در مورد کلونینگ ژن پپتید پیسیدین ماهی شانک سر طلایی کنون مطالعهتاهستند.  ]13، 12[، فعالیت ضد ویروسی ]11، 10، 9، 6[ضد پارازیتی 

(Sparus aurata) لذا در این مطالعه، ژن کد کننده این ماهی کلون و توالی نوکلئوتیدی و آمینواسیدی  .در خلیج فارس صورت نگرفته است

 ر بانک ژنی مقایسه شد.آن با سایر گونه های ثبت شده د

 مواد و روش ها

 mRNAنمونه برداری و استخراج 

انجام شد.  با استفاده از تور کیسه ای در این پژوهش نمونه برداری با قایق صیادی از قفس های مستقر در خلیج فارس واقع در بندر چارک و

 در برداشتن از بعد بلافاصلهها  فتباصورت گرفت؛ این  Sparus aurataآبشش، پوست، روده، کبد، کلیه و طحال گونه  بافت های جداسازی

 TRIzolکل با استفاده از  RNAنگهداری شد.  -C°80قرار داده شد و سپس به آزمایشگاه منتقل و تا زمان استفاده در فریزر  مایع ازت

(Invitrogen استخراج شد. غلظت )( و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده کیت )شرکت سیناژنmRNA  تخلیص شده با دستگاه نانودراپ

 مورد ارزیابی قرار گرفت.

 cDNAسنتز 

 . این سنتز با]14[انجام شد  Reverse transcriptaseبا استفاده از پرایمرهای الیگو دی تی و آنزیم  PCR-RTو واکنش  cDNAسنتز  

میلی  2/0استخراج شده را درون یک میکروتیوپ  RNAمیکرومتر از  3انجام شد. بدین منظور  (Takara) استفاده از دستورالعمل شرکت تاکارا

دقیقه در دمای  15به آن اضافه شد. سپس به مدت  RNAaseمیکرولیتر از آب عاری از  5/7و  Oligo dTمیکرولیتر از آغازگر  2لیتری ریخته، 
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سنتز می شود  cDNAدرجه سانتی گراد، رشته  37درجه سانتی گراد قرار داده شد. در دمای  85ثانیه در دمای  5ه سانتی گراد و به مدت درج 37

 درجه سانتی گراد نیز فعالیت آنزیم رونوشت بردار معکوس متوقف می شود. 85و در دمای 

 PCRواکنش 

 )و ... M. saxatilis) ،O. niloticus ،E. coicodesآغازگرهای اختصاصی پیسیدین که از روی توالی های حفاظت شده در سایر گونه ها 

 طراحی شد و به شرکت سیناژن سفارش داده شد. توالی آغازگرهای استفاده شده به صورت زیر است: ]15[

Forward: 5’- GTTATGATCTTTCTGGTGTTGACAC – 3’ 

Reverse: 5’ – GAGCTTCACCAAAAGTCACTACATC – 3’ 

میکرولیتر  6/3و  نانومولار مسترمیکس 5/62پیکو مول از هر آغازگر،  20الگو،  cDNAنانو گرم  120، برای تکثیر ژن هدف PCRجهت انجام 

درجه سانتی گراد  94دقیقه در دمای  5به مدت میکرولیتر استفاده شد. برنامه دستگاه ترموسایکلر با مرحله واسرشته سازی اولیه  10آب با حجم 

ثانیه  40درجه سانتی گراد به مدت  72ثانیه و  30درجه سانتی گراد به مدت  60ثانیه و  45درجه سانتی گراد به مدت  94چرخه  30آغاز و با انجام 

الکتروفورز شد،  %1روی ژل آگارز  PCRید. محصول درجه سانتی گراد به پایان رس 72دقیقه در دمای  5ادامه یافت و با مرحله گسترش به مدت 

 خالص سازی شد و برای تعیین توالی ارسال گردید. QIAquick Gel Extractionباند مورد نظر با استفاده از کیت 

 کلونینگ ژن و استخراج پلاسمید

کلون شد.   R/T57PTZانجام شد و ژن پیسیدین در وکتور    TMInsTAclone PCR Cloning Kitواکنش اتصال طبق دستورالعمل کیت 

،  PCRمیکرولیتر از محصول خالص شده  15/2ترکیبات واکنش بر اساس دستورالعمل کیت با هم مخلوط شدند. جهت انجام واکنش اتصال، 

با آب دوبار تقطیر به  Ligase DNA T4میکرولیتر آنزیم  X5 Ligase Buffer  ،5/0میکرولیتر PTZ57R/T ،2میکرولیتر پلاسمید  73/2

درجه سانتی گراد انکوبه شد. در فرآیند  22ساعت در دمای  2میکرولیتر رسانده شد. سپس میکروتیوپ حاوی مخلوط واکنش به مدت  20حجم 

 انجام شد. Nebiocalculatorبا استفاده از نرم افزار  5: 1انجام شد. محاسبه نسبت  5: 1کلون اتصال به نسبت 

  Insert  :ng/µl 4/41غلظت 

 Vector  :ng/μl 55غلظت 

 Insert  :bp 343طول 

 Vector  :bp 2887طول 
Vector volume = 150 ng / 55 ng = 73/2  μl 

Ng of Insert DNA = 150 ng × 343 bp / 2887 bp × 1/5 = 11/89  ng 

11/89  ÷ 4/41  ng/μl = 15/2  µl 

  50( منتقل شد. در این مرحله  میکرولیترDH5αسویه  E. coliسپس به روش شوک حرارتی پلاسمید نوترکیب به سلول های میزبان )باکتری 

دقیقه روی یخ قرار داده شد،  30نمونه لایگیت شده را درون یک تیوپ مخلوط و چندبار پیپت کرده و به مدت  µl 5از سلول مستعد باکتری را با 

میکرولیتر محیط کشت  700دقیقه روی یخ قرار گرفت و  5-10درجه سانتی گراد قرار داده و مجددا به مدت  42ثانیه در دمای  90سپس به مدت 



 1400و همکاران،  رنجکارب                ماهی شانک ...                                                           یابی ژن پیسیدینشناسایی، کلونینگ و توالی

 

LB  ساعت در انکوباتور شیک دار در دمای  2به آن اضافه شد. سپس به مدت°C 37  قرار گرفت. سپس با دورrpm 5000-4000  25و دمای 

مپی درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شده و سوپرناتانت دور ریخته شد و محیط کشت و باکتری های باقی مانده در ته تیوپ پیپتاژ شد و روی پلیت آ

عدد از تک کلنی های مشاهده شده در  5درجه سانتی گراد به مدت یک شبانه روز قرار داده شد.  37سیلین کشت داده شد. آن گاه در انکوباتور 

µl 30  میلی لیتر محیط کشت  10آب حل شد. هر کدام از کلنی ها باند مشاهده شد، کلنی را درLB  ساعت کشت داده شد.  15-16به مدت

چک شده تا از وجود ژن مورد نظر بر روی پلاسمید  1بر روی ژل آگارز % سانجام شد، سپ GTPاستخراج پلاسمید طبق دستورالعمل کیت 

 مستقیم و تعیین توالی انجام گرفت.   PCRاطمینان حاصل کرد. تایید صحت کلون های به دست آمده با روش های 

 آنالیز ژن تکثیر شده

انجام شد. ترجمه توالی نوکلئوتیدی به  NCBIدر  BLASTمقایسه توالی به دست آنده با داده های موجود در بانک ژنی با استفاده از نرم افزار 

صورت گرفت. برای شناسایی توالی سیگنال پپتیدی از نرم افزار  ]5MEGA  ]16اسیدهای آمینه، با استفاده از نرم افزار 

dttps://www.ebs.dtu.dk/services/SignalIP  و ویژگی های توالی پروتئینی به دست آمده با استفاده از برنامهprotparam 

(. جهت بررسی و مقایسه توالی های نوکلئوتیدی و اسید آمینه dttp://www.expasy.ch/tools/ :ExPASYمورد بررسی قرار گرفتند )

 استفاده شد. ]sequence 6Viewer  CLC ]17ت را با توالی مورد نظر داشتند، از نرم افزار ای با توالی ای که بیشترین شباه

 نتایج

 تکثیر ژن پیسیدین

صورت گرفت که نتیجه  bp 343تکثیر ناحیه ای از ژن کد کننده پپتید ضد میکروبی پیسیدین ماهی شانک سرطلایی به صورت باندی به اندازه 

نتایج تعیین آمده است.  2نهایی، قطعه مورد نظر توالی یابی گردید و نتیجه آن در شکل  الف(. برای تایید -1)شکل گردید ژل آگارز ظاهر  آن در

 را تایید کرد. Gilthead seabream (Sparus aurata)ماهی ازر توالی قطعه مورد نظ

 کلونینگ ژن پیسیدین

ساعت کشت داده شد، تک کلنی هایی  24ن که در انکوباتور معمولی به مدت پس از رشد باکتری های ترانسفورم شده در پلیت حاوی آمپی سیلی

ب(. سپس برای تایید وجود  -1حاوی ژن پیسیدین بر روی ژل آگارز ران شد )شکل ظاهر شدند که پس از استخراج پلاسمید از آن ها، پلاسمید 

مستقیم پلاسمیدهای استخراج شده با آغازگرهای اختصاصی طراحی شده این ژن انجام شد.  PCRژن در پلاسمید این تک کلنی ها، واکنش 

موفقیت  R/T57pTZبر روی ژل آگارز، نشان داد که فرآیند کلونینگ ژن پیسیدین در وکتور  PCRالگوی حرکتی قطعات حاصل از واکنش 

    ج(. -1)شکل آمیز بوده است 
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الگوی  -ب Taqبا آنزیم  bp 310باند  2و  M :PreciGene 1 kb DNA Ladder  .1ژن پیسیدین.  PCRالگوی حرکتی محصول  -. الف1شکل 

تصویر -: پلاسمید نوترکیب حاوی ژن پیسیدین جM :PreciGene 1 kb DNA Ladder .1حرکتی پلاسمید استخراج شده حاوی ژن پیسیدین ) 

: Mمستقیم کلون های نوترکیب ) PCR: محصول M :PreciGene 1 kb DNA Ladder .1مستقیم کلون نوترکیب ) PCRالکتروفورز محصول 

PreciGene 1 kb DNA Ladder) 

 

 Sparus aurataتوالی قطعه تکثیر شده از ژن پیسیدین گونه  -2شکل 

 توالی نوکلئوتیدی و آمینواسیدی ژن پیسیدین

cDNA  توالی قطعه تکثیر شده آمینو اسید است.  57نوکلئوتید و  310ژن پیسیدین ماهی شانک سرطلایی در قطعه تکثیر شده شاملcDNA 

توالی سیگنال پپتیدی  ( دارد.98%/15شباهت بالایی )  Morone chrysopsگونه  5کد کننده پیسیدین ماهی شانک سرطلایی با پیسیدین 

 ی شانک سرطلایی با سایر ماهیان مقایسه شد. توالی سیگنال پپتیدی این گونه باهآمینو اسید است. توالی آمینواسیدی ما 19دارای 

like-Dicentracin  گونهSparus aurata  (.3)شکل  دیگر در یک یا چند آمینواسید تفاوت داردگونه های کاملا مشابه بوده و با بعضی 

پپتید سیگنال، پپتید بالغ و دنباله کربوکسی ترمینال است. توالی آمینواسیدی قسمت های مختلف این پپتید قسمتی از قطعه تکثیر شده شامل 

 :(رنگ زرد: پپتید سیگنال؛ رنگ سبز: پپتید بالغ و رنگ آبی: دنباله کربوکسی ترمینال) در زیر آمده است Sparus aurataپیسیدین گونه 

5’-3’ 
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 Poesilaگونه  Pleorocidin-likeنتایج حاصل از بلاست پروتئینی پپتید بالغ این قطعه با سایر گونه ها نشان داد که تنها در سه آمینواسید با 

farmosa  وDicentracin-like  گونهSphaeramia orbicularis  (.3)شکل شباهت دارد 

 

 

با سایر گونه های ثبت  Sparus aurataبلاست توالی آمینواسیدی پپتید سیگنال و پپتید بالغ قطعه تکثیر شده از ژن پیسیدین گونه  -3شکل 

 . NCBIشده در 

 

 بحث

ها حضور آن ها بیش از میلیونبی مهرگان و ماهیان دریایی عمدتا به سیستم ایمنی ذاتی برای جلوگیری از پاتوژن های میکروبی وابستگی دارند. 

بیماری  سال در محیط دریایی مملوء از پاتوژن نشان می دهد که در آن ها احتمالا ابزارهای شیمیایی از جمله پپتیدهای ضدمیکروبی برای مقابله با

ماهی شانک  .]24،23،22،21،20،19،18[ ها، تکامل یافته است. بنابراین کاوش پپتیدهای ضدمیکروبی از ارگانیسم های  دریایی ارزش هزینه کردن را دارد 

می باشد که طبق تحقیقات انجام شده دارای پیسیدین می باشد که از  )Sparidae(از خانواده شانک ماهیان  )Sparus aurata(سرطلایی 

آن با استفاده از وکتور  cDNAگونه های پرورشی و تجاری در خلیج فارس است. در تحقیق حاضر ژن پیسیدین این گونه انتخاب شد و کلونینگ 

R/T57pTZ  در باکتریE. coli  سویهα5DH نواسیدی، پپتید سیگنال، پپتید بالغ ژن پیسیدین این گونه انجام گرفت. توالی نوکلئوتیدی، آمی

کد کننده پیسیدین ماهی شانک سرطلایی  cDNAبررسی شد. در این تحقیق، مقایسه توالی نوکلئوتیدی این گونه با سایر ماهیان انجام شد، توالی 

( دارد. در تحقیق حاضر، ژن پیسیدین 98%/15بالایی )شباهت   Morone chrysopsگونه  5بوده که با پیسیدین  bp 310در قطعه تکثیر شده 

 شانک ماهی پیسیدین . ژن]25[ثبت شده در بانک ژنی است   Morone chrysopsگونه شانک سرطلایی از نظر ساختار ژن و پروتئین مشابه با 

 توالی .یابد می خاتمه TGA پایان کدون با که است باز 183 دارای که دارد کوتاهی نسبتا ORF (Open Reading Frame) سرطلایی

آمینواسید پپتید بالغ  22آمینواسید پپتید سیگنال،  22آمینواسید است که  60پروتئینی پری پروپیسیدین ماهی شانک سرطلایی به طور کلی دارای 

پیسیدین ها در سه کلاس دسته  2016و همکاران در سال  Salgerباتوجه به مطالعات آمینواسید مربوط به دنباله کربوکسی ترمینال است.  16و 
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جزء پیسیدین  Sparus aurataآمینواسید در پپتید بالغ است که طبق این مطالعه پیسیدین گونه  22آن دارای  1بندی می شوند که کلاس 

همین گونه ثبت شده در  like-tracinDicen. بلاست توالی سیگنال پپتید نشان می دهد که کاملا مشابه با ]25[محسوب می شود  1کلاس 

. از آن جایی که پپتید بالغ ]25[دارد  سیلیات های یاخته تک و ها باکتری علیه فعالیت از ای گسترده پیسیدین طیف 1. کلاس ]62[بانک ژن است 

دارد، این پپتید  1پیسیدین ماهی شانک سر طلایی در این مطالعه توالی پروتئینی آن، تفاوت های آمینواسیدی با سایر پیسیدین های کلاس 

است که دو  X-R-Xرت احتمالا در کارایی ضد میکروبی نیز تفاوت هایی داشته باشد. الگوی پپتید بالغ پیسیدین ماهی شانک سر طلایی به صو

و  )folding(عدد آمینواسید سیستئین در زنجیره آمینواسیدی خود دارد که تشکیل پیوند دی سولفیدی می دهد و نقش مهمی در تاخوردگی 

پپتید پیسیدین ماهی شانک سر طلایی با سایر ماهیان  )Maltiple alignment(. هم ردیف سازی چندگانه ]72[فعالیت بیولوژیک پپتید دارد 

یف نشان داد که پپتید پیسیدین ماهیان در طی تکامل آن ها نسبتا حفاظت شده می باشد به ویژه پپتید سیگنال بسیار محافظت شده است. اما موت

  ی تر پیسیدین این گونه داشته باشد.های مشاهده شده در پپتید بالغ می تواند نشان از کارایی های متفاوت و یا احتمالا قو

 نتیجه گیری

 Sparus aurataروشی مناسب برای حفظ این ژن می باشد و شناسایی ژن و پروتئین پیسیدین گونه  R/T57pTZکلون ژن پیسیدین در 

 می تواند در تولید پیسیدین در تحقیقات پایه به کار رود.
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A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 
Piscidin has a wide range in killing microorganisms including bacteria, fungi, 

viruses, parasites and has strong anti-tumor activity and plays a role in increasing 

innate immunity and also does not provide resistance against bacteria; Therefore, 

it is of great importance in aquaculture. In this study, piscidin gene of Sparus 

aurata in vector pTZ57R/T was cloned. In this research, ligation product was 

transferred to component cell of E. coli DH5α strain. Plasmid extraction was 

performed from single colonies observed in ampicillin plate. Confirmation of the 

accuracy of single colonies grown in this research was performed by direct PCR 

and sequencing. The amplified cDNA fragment of the gilthead seabream piscidin 

gene consists of 310 nucleotides and 57 amino acids. The results of this research 

show that piscidin gene has been successfully cloned in pTZ57R /T vector. 

Comparison of nucleotide sequence of piscidin gene in this study showed high 

similarity with piscidin 5 of Morone chrysops. The comparison of the amino acid 

sequence of signal peptide piscidin is quite similar to Dicentracin-like of that 

species registered in the genebank, and mature peptide piscidin sequence is 

similar in only three amino acids to Pleorocidin-like of Poesila farmosa and 

Dicentracin-like of Sphaeramia orbicularis. This study could be a step towards 

further studies of piscidin peptide. 
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