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  دهیچک

 يبـر رو  يقو یکشآفتک اثر یولوژیب يهاکشاز آفت يدیعنوان نسل جدداز بهیاکس م کلسترولیآنز
داز مربـوط بـه   یاکس ـ کلسـترول  یسم اثـر کشـندگ  یدارد. مکان )Heliothis armigera( آفت غوزه پنبه

و  یک ـیزیب فی ـباشد که منجر به تخر یحشرات م یانیوم روده میلیتیاپ يون کلسترول در غشایداسیاکس
شـود.   یم ـت سـبب مـرگ آفـت    یدر عملکرد غشاء و در نها یجاد اختلالاتیجه ایغشاء و در نت يساختار

هـا  آن يساز مقاومداز در جهت یاکس  م کلسترولیک شده با ژن کدکننده آنزیژنت یاهان مهندسید گیتول
ن ی ـم اسـت. لـذا ا  ین آنزیاد ایت زیان و فعالیزان بیم نظر ازن سوش یتر مناسببه آفات، مستلزم انتخاب 

مناسـب، جهـت    pET یانی ـستم بیک سیدر داز یاکس م کلسترولیژن آنز يهمسانه ساز هدف باق یتحق
ن یو اجـرا شـد. بـد    یطراح ـ يبـاکتر  یپلاسـم  يپر يدشده به فضایتولب ین نوترکیت پروتئیامکان هدا
 يدازیاکس ـ ت کلسـترول یفعال يران، که دارایا یبوم )Rhodococcus sp. 502( يه باکتریسو منظور از 

و در  pJET ید خط ـیابتدا در پلاسم PCR محصولاستفاده شد.  PCRژن با  ي، جهت جداسازبالا بود
ــنها ــون و داخــل م pET23aد یت در پلاســمی ــانیکل ــس از   )E.coli DH5α( زب ترانســفورم شــد. پ

 يهـا  میآنـز د حضـور ژن از  ییتأ منظور بهو  pET23a+choب ید نوترکیو استخراج پلاسم يساز همسانه
HindIII  وXhoI یم ـیدر هضـم آنز  يجفـت بـاز   1600است. حضور باند  استفاده شده ین توالییو تع  

 آمـده   دسـت   بـه از آن است کـه تـوالی    یحاک ین توالییز تعیج حاصل از آنالید کرد. نتاییحضور ژن را تا
  دارد، که NCBIموجود در  Rhodococcus يهاي دیگر باکتر داز سویهیاکس شباهت زیادي با کلسترول

  در پنبه استفاده نمود. یکیولوژیب کش آفتد یتول يتوان در راستا یماز آن 

  1پنبه یکیولوژیب کش آفت، يهمسانه ساز ،pET23a داز،یاکس کلسترول :يدیکل هاي واژه
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  مقدمه
کـه  هسـتند   هـا  میآنـز از  يادی ـار زید گـروه بس ـ ی ـتول يبرا یمیل عظیپتانس يدارا ها زمیارگانکرویم
 )Dayanand and Patil, 2003( دنــریگ یاســتفاده قــرار مــ مــورد يصــورت تجــار بــه هاســت ســال

 ,.Patil et al( ت دارنـد ی ـوانـات ارجح یاهـان و ح یها نسبت به گمیعنوان منبع آنز ها به سمیکروارگانیم
ار یر بس ـیع مقـاد یر و زاد و ولـد سـر  ی ـبـا تکث  تر است و ها ارزان آن  لهیوس بهد یکه عموماً تول چرا. )2006

تر و مناسب  م کوتاهیدست آوردن آنز زمان به ت مد نیچن همها به دست آورد.  توان از آنیم میآنز يادیز
داز یاکس ـ کلسـترول . شـود یفراهم م یراحت دار به یبات پایاز مواد خام با ترک ياعتماد  است و منابع قابل

)CHOو صـنعت   ی، پزشـک ياز کاربردها در کشاورز يادامنه گسترده ياست که دارا یارزش با یمی) آنز
کوفـاکتور   يمونـومر دو عملکـرد  عنـوان   داز بـه یاکس ـ م کلسـترول ینـز آ ).Sharma et al., 2001( است
 يکه بـر رو  ییها آن خصوصاً دوردوکتازیاکس يها میخانواده آنز هید هستند که ینوکلئون يد نیآدن نیفلاو

م یآنـز  يهـا کننـد تعلـق دارد. کوفـاکتور    یرنـده عمـل م ـ  یعنـوان گ   ژن بـه یدهنده اکس CH-OHگروه 
 Badenes  et(شـوند  یم متصـل م ـ یبه آنز یرکووالانسیو غ یکووالانسو صورت، به دداز یاکس کلسترول

al., 2006.( کنـد و   یز م ـیژن کاتالیواکنش کلسترول را در حضور مولکول اکس داز،یاکس م کلسترولیآنز
 Turfitt 1944در سـال   ).Patil et al., 2006( شـود  یجاد م ـیدروژن ایدهیان و پراکس -3-کلستن-4
را  نمـود و آن  يجداساز Nocardia erythropolis يداز را از باکتریاکس م کلسترولیبار آنزن یاول يبرا
داز از منـابع  یاکس ـ م کلسـترول یآنـز   Turfittبه دنبال. کرد یکلسترول معرف دکنندهیک اکسیعنوان   به

شـد   يو جداسـاز  ییشناسـا  يارین بس ـیتوسـط محقق ـ  يغربالگر يها طیمحخاك با کشت در  یطیمح
)Kumari et al., 2012; Volontè et al., 2010; Yang et al., 2011; Doukyu et al., 2009.( 

هـاي بیولـوژیکی    کـش  آفـت آن اسـت.   یکش ـ داز اثـر آفـت  یاکس ـ م کلسترولیآنز يهان کاربردیتر از مهم
، امـا  کننـد  یعمل م ـدر مقابل آفات خاصی بسیار سمی  Bacillus thuringiensis، مشابه بینوترکریغ

هـا در محـیط مـوقتی     و حشرات مفید زیانی ندارند و مـدت اثـر آن   وحش اتیها، گیاهان، ح براي انسان
 عنـوان   بهداز یاکس م کلسترولیمتفاوت آنز یسم اثر کشندگیمکان ).Omidbegi et al., 2010( باشد یم
 آفـت  بـه  نسـبت  را آن پنبـه،  یسـرخرطوم چون کرم غوزه پنبـه،   یآفات يک بر رویولوژیب کش آفتک ی

ون کلسترول یداسیم با اکسین آنزیکه ا يطور ز ساخته است بهیمتما Bt مانند موجود کیولوژیب يها کش
 ;Corbin et al., 1994(شـود   یم ـروده آفت باعث اختلال در عملکرد غشاء و مـرگ حشـره    ياز غشا

Somkuti et al., 1992; Purcell et al., 1993; .(از عمـدتاً  کـه   ییایمیتن سموم ش ـ 400ران یدر ا
از هزار هکتـار   150حدود  یدر مساحت ت کرم غوزه پنبهمبارزه با آف يبرا شود، ین میق واردات تأمیطر

در سـال  نه یدلار هزون یلیمشش در حدود ن منظور یکه بد. شود یبه کار گرفته م اه مهمین گیمزرارع ا
گـر  یاز طـرف د  باشـد.  یصـرفه نم ـ  بـه  مقـرون  يلحاظ اقتصاد که از شود یواردات سموم پرداخت م يبرا
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مقـاوم شـدن آفـات نسـبت بـه سـموم        علاوه بر ییایمیه از سموم شیرویاستفاده نادرست و ب مشکلات
ت ی ـفیک ،اهی ـم بـر عملکـرد گ  یقرمسـت یم و غیطور مسـتق   که بهبوده  ياریبس یسبب آثار منف ییایمیش

جـاد  یفـراوان را ا  یط ـیمح سـت  یدارد و مشکلات ز ریتأث يکشاورز ستمیسلامت انسان و اکوس محصول،
 ـا از ).Etebari et al., 2008; Rashno et al., 2014; Omidbegi et al., 2010(کنـد   یم ـ رو  ن ی

 ـ ،رسـد یبه نظر م ـ يکنترل آفات ضرور يبرا یکیولوژیب يها کش ت استفاده از آفتیاهم  کـه  يطـور ه ب
کنترل آفـات   ين راهبردهایتر از مهم یکیمقاوم باشند  ،که در برابر آفات ختیاهان ترارید گیولامروزه ت

طـه  ین حی ـتوجـه خـاص داشـته و در ا    ن مهـم یا شرفته بهیپ يدر حال حاضر کشورها د.یآ یبه شمار م
بـا کـاربرد روز افـزون    ن یهمچن ـ. )Sharma et al., 2001(دهند  یانجام م را یکلان يها يگذار هیسرما

لذا . برخوردار است ییت بالایت بهتر از اهمیفیها با درجه خلوص و کمین آنزید ایع، تولیها در صنامیآنز
ک، پـژوهش حاضـر بـا    ی ـولوژیکـش ب  ک آفتیعنوان  به داز یاکس کلسترول يقو یکش با توجه به اثر آفت

اد ی ـد آن در سطح زیانجام شد تا تول pET23a یانیدر ناقل ب دازیساک کلسترولژن  يساز هدف همسانه
  فراهم شود.

  
  هامواد و روش

ژن  ين پژوهش جهت جداسازی) که در اRhodococcus sp. 502( يباکتر: يه و کشت باکتریته
ان در یاست که توسط دکتر لشگر یه بومیک سویداز مورد استفاده قرار گرفت یم کلسترول اکسیآنز

مذکور  يار ما قرار گرفت. باکتریلرستان در اخت یدانشگاه علوم پزشک يوتکنولوژیک و بیشگاه ژنتیآزما
ساعت  18گراد به مدت  یدرجه سانت 37 يدر دماکشت شده  يها نمونه کشت داده شد. LBط یدر مح

  شد.  يگرماگذار
پـس   :یصاختصا يمرهایداز با استفاده از پرایر ژن کلسترول اکسیمر و تکثیپرا یطراح

ن یناژن ایت استخراج سی) با استفاده از کRhodococcus sp. 502( يص ژنوم باکتریاز استخراج و تلخ
مورد استفاده قرار  PCRداز با استفاده از ید کننده کلسترول اکسیر ژن تولیعنوان الگو جهت تکث هژنوم ب
  Vector NTiو  Oligo 5افـزار   مر با اسـتفاده از نـرم  یک جفت پرایژن مورد نظر  یبراساس توال گرفت.
  .  شد یطراح

3´-ACCGATAGCCGGGCGAACAG CTCGAGTATA -Forward: 5´  
3´-CTGGATGTCGGACGAGATGA AAGCTTTACC -Reverse: 5´  

مـر  یو پرا XhoI یگـاه برش ـ یجا يمر رفت حـاو یذکرشده در بالا، پرا يمرهایا پراب دازیاکس ژن کلسترول
 PFUمیو سپس با آنـز  Taq DNA polymeraseم یآنز با  ابتدا HindIII یگاه برشیجا يبرگشت حاو

DNA polymerase یر شد.تکث  
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 ـ یر ژن آنزیمنظور تکث به PCRواکنش   يسـاز (واسرشـت  PCR ي برنامـه : یدازم کلسـترول اکس
در  يسـاز شامل واسرشت کدام هرر یتکث ،چرخه یقه و سیدق 5مدت  گراد به یدرجه سانت 95ن در یآغاز
ه، ی ـثان 40مـدت   گـراد بـه   یدرجـه سـانت   66مـر در  یه، اتصـال پرا ی ـثان 50مدت  گراد به یدرجه سانت 95
درجـه   72در  ییزه شـدن نهـا  یمریقه و پلیدق 2مدت  گراد به یدرجه سانت 72 يزه شدن در دمایمر یپل

ــه یســانت ــقــه) تکثیدق 15مــدت  گــراد ب ــز .ر شــدی ت یخاصــ يدارا PFU DNA polymeraseم یآن
proofreading ند یفرآ یه و در طبودPCR برخوردار است.   ياز اشتباه کمتر  

وارد و تحـت عنـوان    pJETدر وکتـور   شـده  ری ـتکث يقطعـه : نـگ یرا و انجام کلونیه سلول پذیته
cho+pJET يبـه بـاکتر   یبا روش شوك حرارت ـ ده شد و سپسینام )E.coli DH5α(    .انتقـال داده شـد

 يا رهی ـواکـنش زنج  اسـتفاده شـد و   Colony PCRز روش د رنگ، ایسف يها کلون يگر منظور غربال  به
  نجام گرفت.ا CHO یمر اختصاصیمراز با استفاده از پرایپل
 يهـا ، از کلـون Colony-PCRج حاصـل از  ید نتاییتأ منظور  به: یمید و هضم آنزیاستخراج پلاسم 

بـا   یه برش ـگـا یجا يحـاو  یاختصاص ـ يمرهـا یبـا پرا  PCRد استخراج شد و واکنش یپلاسم شده غربال
، هضـم  pJETدر وکتـور  cho  حضـور ژن  یید نهـا ی ـتائ يبـرا انجام گرفت.  شده  استخراج يدهایپلاسم
 یبررس ـ مـورد  XhoIو  HindIII یبرش ـ يهامیبا استفاده از آنز cho+pJET یژن سازه یمیآنز يدوگانه

بـا   pET23aد ی، ابتـدا پلاسـم  pET23a یانی ـدر وکتـور ب  choکلـون کـردن ژن    منظـور  بهقرار گرفت. 
بـا   cho+pJET یژن ـ يسـازه  یمیآنز يرش داده شد. هضم دوگانهب XhoIو  HindIII یبرش يها میآنز

 cho ژن يسـاز پس از خالصاد صورت گرفت. یدر حجم ز XhoIو  HindIII یبرش يها میاستفاده از آنز
انتقال داده  )E.coli DH5α( يد و به باکتریوارد گرد pET23a یانین قطعه در وکتور بیاز ژل آگارز، ا
حضور نسـخه   دییتأمنظوربه، pET23a+CHOب ید نوترکیو استخراج پلاسم يساز همسانهشد. پس از 

 یابی ـ یتوالو  XhoIو  HindIII يهامیبا استفاده از آنز یمیفوق از روش برش آنز یژن در سازه cho یژن
 به شرکت ژن فناوران فرستاده شد. یتوال نییکلون شده جهت تع يها نمونه انجام شد. نظر مورد قطعه

  

  ج ینتا
 CHOژن  يبـرا  یاختصاص ـ يمرهـا یبا استفاده از پرا PCRج  واکنش ینتا: PCRج ینتا یالف) بررس

 یدهنده عـدم آلـودگ    نشان یل باند در کنترل منفی، عدم تشکرا نشان داد يجفت باز1600  باند حضور
  ).1 (شکلدر واکنش است 
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  ب                                   الف    

(ب)  درصد 1ژل آگاروز  يبر رو PCRمحصول (الف)،  ژل آگارز يکل بر رو DNAالکتروفورز نمونه  -1شکل 
  .شرکت فرمانتاز 1kbمارکر اندازه  : 3، چاهک یکنترل منف: 2، چاهک ژن PCRمحصول : 1چاهک 

  
 2در شکل  یمیو هضم آنز Colony PCRبه روش  pJETدر وکتور  PCRنگ محصول یکلون جینتا

  آورده شده است. 
  

                
  

 ، pJET-CHO يبـر رو  pJET يمرهـا ی% بـا پرا 1ژل آگـاروز   يبـر رو  PCR یج کلونینتا یبررس -2شکل 
   انـدازه  مـارکر : 14، چاهـک شـماره   ی: کنترل منف13، چاهک شماره يباکتر یکلون 12 یال 1شماره  يها چاهک
1 Kb فرمانتاز شرکت  
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   :1چاهک شماره   pJET- CHO يبر رو XhoIو  HindIIIيها میآنزبا  یمیهضم آنز -  3شکل 
)pJET- cho (HindIII, XhoI 2، چاهک شماره  :pJET- cho 3، چاهک شماره  :ladder  

  

در  یش ـبر يهـا  میآنـز و  PCRبـا اسـتفاده از    pET23aب ی ـنوترک يها یکلوند ییتأج مربوط به ینتا
  آورده شده است. 5و  4 يها شکل

  
 PCRمحصول  2و  1چاهک شماره  .درصد 1ژل آگاروز  يبر رو pET23aوکتور  یمیهضم آنز یبررس -4شکل 

: هضم 9 ،8، 6، 5،چاهک شماره  pET23a: 4، چاهک شماره ladder: 3داز، چاهک شماره یاکس ژن کلسترول
      pET23a یمیز: هضم آن7، چاهک شماره pET23a-CHO یمیآنز
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 دیپلاسم يرو بر T7 terminatorو  T7 promoter يمرهایپرابا   PCR یج کلونینتا یبررس - 5شکل 
pET23a-CHO  14، چاهک شماره يباکتر یکلون 13 یال 1(سمت راست) چاهک شماره  درصد 1ز با ژل آگارو  :

  ی: کنترل منف15فرمانتاز، چاهک شماره  Kb 1مارکر اندازه 

  
  

 1Kbمارکر اندازه :  1، چاهک شماره درصد 1ژل آگاروز  يبر رو pET23a-CHO یمیهضم آنز یبررس -6شکل 
برش خورده  pET23a- CHOد ی: پلاسم3چاهک شماره ، pET23a- CHOد ی: پلاسم2، چاهک شماره  فرمانتاز

  .XhoIو  HindIIIبا 
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 يگـذار  يجـا  pET23aدر وکتـور   نظـر  موردنشان داد که ژن  PCRج مربوط به ینتا 5شکل  طبق
آورده  5 ج آن در شـکل یکـه نتـا   شد  استفاده یمیند از برش آنزین فراید کامل اییتأ منظور  بهشده است 
مـذکور مـورد هضـم     يهـا  ید حاصـل از کلـون  ی، پلاسمXhoIم یمنظور با استفاده از آنز نیبدشده است. 

داز بـه  یاکس کاست ژن کلسترول pET23a-CHOب یکه در حامل نوترک  یقرار گرفت. در صورت یمیآنز
با طول  ی، منجر به ظهور قطعاتXhoIبا  یمیقرار گرفته باشد، هضم آنز cho  صورت همسو با کاست ژن 

کاسـت ژن  ، pET23a-CHOب ی ـکه در حامـل نوترک   یب در صورتین ترتیجفت باز شد. به هم 1600
و  HindIIIبـا   یم ـیقـرار گرفتـه باشـد، هضـم آنز     cho  صورت همسو با کاست ژن  داز بهیاکس کلسترول

XhoIعکـس کاسـت ژن    يری ـگ شـود و جهـت   یجفـت بـاز م ـ   1600بـا طـول    ی، منجر به ظهور قطعات
  ). 5شود (شکل  یرا سبب م 1600با طول  ییظهور باندها choسبت به کاست ژن داز نیاکس کلسترول

ب پس از اسـتخراج و  ید نوترکیون در ژن، پلاسمینان از عدم موتاسیاطم يبرا: ین توالییج تعیب) نتا
ــ ــرایتخل ــیتع يص ب ــوالی ــوال   ین ت ــاوران فرســتاده شــد. ت ــه شــرکت ژن فن ــه یب ــده دســت ب از ژن  آم

 NCBIت یبا استفاده سـا  يهاي دیگر باکتر داز از سویهیاکس کلسترول يها ژنسایر داز با یاکس کلسترول
بـا سـویه    آمـده  دسـت  بـه  یج حاصل نشان داد که توالینتا گرفت. مورد مقایسه قرار BLASTو  برنامه 

 Rhodococcus equi)( د،ی ـتفـاوت در چنـد نوکلئوت   یل اصـل ی ـدرصـد شـباهت دارد. دل   97زان یبه م 
et al.,  Akhtar( ه باشـد یا نـوع سـو  ی ـعـت  یتکامـل در طب  یل بروز جهش حذف در طیدلبه احتمالاً 

;2011et al.,  Chen ;2013et al., Matsuba  ;2013.( شـباهت   آمـده   دسـت   بـه تـوالی   یطورکل  به
ن یا یابی یج توالیداشت، که نتا NCBIموجود در  يهاي دیگر باکتر داز سویهیاکس زیادي با ژن کلسترول

  دهد. ید قرار مییرا مورد تا پژوهش
  

  يریگ جهینتبحث و 
 يهـا  ع در حـوزه یوس يکاربردها يدارا يم پر کاربرد تجاریک آنزیعنوان  هداز بیاکس م کلسترولیآنز
 يدارا یکیولـوژ یب يهـا کـش از آفـت  يدی ـنسل جد عنوان  بهم ین آنزیااست. ي، صنعت و کشاورزیپزشک
داز یاکس کلسترول يهارو ژن نیا ازاست.  یکیولوژیب يهاکشتر آفیمتفاوت نسبت به سا یسم عملیمکان

اهان مقاوم در برابر آفات استفاده شـود  ید گیتواند در تول یشده که م  یمعرف يقو يهاکشعنوان آفت به
)Corbin et al., 2001(مقاومـت آفـات    بـر  یمبن ـ یتاکنون گزارشعمل آمده  که به یجامع ی. با بررس

ل وجـود  ی ـرا بـه دل  آن انداز ارائه نشده است که محققیاکس با ژن کلسترول شده ختینسبت به پنبه ترار
داز در یاکس ـ کلسـترول  یدستگاه گـوارش همـه آفـات و عمـل اختصاص ـ     يها سلول يکلسترول در غشا

 ری ـتکث cho کامـل  یتـوال  یف ـیرد هم .)Badense et al., 2006( دانندیون کلسترول غشاء میداسیاکس
 يهـا  يدر بـاکتر  ین توالیا که داد نشان یاختصاص يآغازگرها جفت توسط يباکتر DNA يرو از شده



 63                                                                                                                                          و همکاران صبا بهرامی

 
 

ن  یبنـابرا  .شـد با یم میآنز نیا بودن يدیکل و تیاهم بر دال خود که. است شده حفظ کاملاً د کنندهیتول
 يبـرا  کـه  pET23a  یانی ـب ناقل در مشابه یبرش مکان در و شد جدا PCR با  choژن پژوهش این در
 پـائین cho  یالحـاق  قطعه این. شد يساز همسانه رود می کار به  دازیاکس کلسترولم خالص ید آنزیتول

. گرفـت  قـرار  pET23aدر  یروس ـیو يخاتمـه دهنـده قـو    بالادسـت  و T7یروس ـیو يقو پیشبر دست
ب ید نوترکیشد. پلاسم صمشخ یمیو هضم آنز  مراز یپل يا زنجیره واکنش طریق از نوترکیب پلاسمید

 یانی ـک کلـون ب یعنوان نده بهیآ یقاتیمراحل تحق یتا در طباشد یب آماده مین نوترکیان پروتئیب يبرا
  گردد.  یابیارز ها آنک نقش یولوژیب کش آفت عنوان به يجهت استفاده در بخش کشاورز
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Abstract1 

Cholesterol oxidase enzyme, as a new generation of biological pesticides, has 
pesticides strong effect on the pest to cotton Heliothisarmigera.The mechanism of 
action of cholesterol oxidase fatality related to the oxidation of cholesterol in the 
membranes of insect midgut epithelial which leads to physical destruction and the 
resulting disturbances in membrane structure and function and eventually death of 
the insect. In order to retrofitting genetically engineered plants against 
pests, production of them with the gene coding for cholesterol oxidase enzyme, 
require the best method for expression level and activity of this enzyme. Therefore, 
this study aimed to clone cholesterol oxidase enzyme in plasmid pET23a for 
possible guidance recombinant protein produced in bacterial periplasmic space. 
Rhodococcus sp. strain 502 that produce high level of cholesterol oxidase, was 
used for gene isolation by PCR. The PCR product was sub cloned in  plasmid 
pJET, subsequently for expression was cloned in pET23a, eventually was 
transformed into the host E.coli DH5α. Recombinant plasmid pET23a CHO was 
confirmed by restriction enzyme digestion and sequencing. The results of 
sequencing showed high similarity between our isolated gene sequence and the 
other cholesterol oxidase gene sequences in NCBI that can be used for production 
of biological pesticide.  
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