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 چكیده

نوترکیب گیاهی ظهور کرده است. بازده  هایینپروتئ برای تولید عنوان روشی ممتازهای ویروسی بهناقلبیان موقت از طریق 

 تواند راه را برای تولید تجاریمیتر و آسانتر و غیره ه، تولید ارزاناین روش نسبت به تولید زمانبر گیاهان تراریختمدت  کوتاه

( در AntiVEGF)  Anti- Vascular endothelial growth factor. در این تحقیق پروتئین هموارتر کند های نوترکیبپروتئین

Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV )روش بیان موقت مبتنی بر ویروس  با استفاده از Chenopodium albumگیاه 

( آلوده شدند تا از توانایی pZYMVGFP) GFPتولید شد. در ابتدا گیاهان هدف با استفاده از ناقل ویروسی حاوی ژن گزارشگر 

ی برگ گیاهان و همچنین تائید آلوده کردن گیاهان با کمک این ناقل اطمینان حاصل شود. پس از ظهور علائم ویروسی رو

انجام شد. در  pZYMVGFPسازی ژن هدف در ناقل ویروسی ، همسانهDot blotو  RT-PCRهای آلودگی گیاهان با روش

کوبی شده و بیان ژن هدف در سطح ( مایهpZYMVAntiVEGFمرحله بعد گیاهان هدف با استفاده از ناقل ویروسی نوترکیب )

مورد بررسی قرار گرفت.  ELISAو  Dot blot ،Western blotهای و در سطح پروتئین با آزمون RT-PCRرونویسی با آزمون 

را در این گیاه نشان دادند. بنابراین سیستم بیان مبتنی بر  AntiVEGFآنالیزهای مولکولی انجام شده بیان موقت پروتئین نوترکیب 

 های نوترکیب دیگر در گیاه سلمک باشد.پروتئینتواند یک پلتفرم مناسب برای تولید می ZYMVویروس 

 پلتفرم بیان موقت، گیاه سلمک، بیوراکتورهای گیاهی، زراعت مولکولی، رگزایی: واژه های کلیدی

 m.soleimani380@gmail.comالکترونیکی:  ، پست 09150738202مسئول، تلفن:  * نویسنده

 مقدمه

گیاهان هزاران سال است که نیازهای غذایی، ساختاری و 

کنند. با اینحال از اوایل دهه شیمیایی انسان را فراهم می

بادی مشتق از گیاه در گیاه با تولید موفق اولین آنتی 1990

های تولید )عمدتا عنوان پلتفرمها همچنین بهتوتون، آن

وترکیب( های نهای کوچک و پروتئینبرای تولید مولکول

های نوترکیب نقش پروتئین(. 9و  1اند )کار گرفته شدهبه

کنند و های زندگی ما ایفا میمهمی را در بسیاری از جنبه

های با فرآیند تخمیر در باکتری، مخمر یا سلول لامعمو

های موجود در استفاده محدودیت .شوندحیوانی تولید می

 )قیمت مرسوم سلولی بر کشت مبتنی بیانی هایاز سیستم

 پایین و ...( و همچنین نیاز عملکرد و کارایی تولید، بالای

و  ایمن دارویی هایپروتئین زیاد مقادیر روز افزون دنیا به

 مولکولی زراعت ی اخیر،منجر شده تا در سه دهه اقتصادی

(Molecular farming) جایگزین و  استراتژی عنوان یکبه
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 از زیستی دارویی هایردهفرآو صرفه برای تولیدمقرون به

 ها، فاکتورهای رشد،واکسن مونوکلونال، هایبادیآنتی قبیل

 20، 4ها و ... در مقیاس بالا ظهور نماید )ها، آنزیمسیتوکین

 یک سیستم عنوانزایای استفاده از گیاهان بهم (.24و 

تولید مقرون ، بالاپذیری تولیدی، شامل توسعه و مقیاس

سازی آسان مواد اولیه و همینطور نگرانی ذخیرهصرفه، به

کمتر نسبت به عوامل بیماریزای انسانی یا حیوانی در طول 

(. تاکنون تعداد کثیری از 15) باشدمی شدن فرآیند تجاری

های نوترکیب مختلف در بیوراکتوهای گیاهی با پروتئین

ها به مرحله تجاری موفقیت تولید شده که برخی از آن

نماید رخی نیز آزمایشات بالینی را طی میرسیده است و ب

 (. 19و  18، 17)

عنوان روشی های ویروسی بهناقلبیان موقت از طریق 

نوترکیب گیاهی ظهور کرده  هایینپروتئ برای بیان ممتاز

مدت این روش نسبت به تولید زمانبر  است. بازده کوتاه

گرفتن  تر و آسانتر و عدم قراره، تولید ارزانگیاهان تراریخت

تواند راه را برای تولید میبیان ژن تحت تاثیر اثرات مکانی 

 (.25و  13) هموارتر کند های نوترکیبپروتئین تجاری

ای بسیار کنترل شده شامل رگزایی یک فرآیند چند مرحله

ها به های اندوتلیال، سازماندهی سلولتکثیر سلول

شکل  ای بهای و بلوغ ساختارهای لولهساختارهای لوله

باشد. در شرایط ایجاد تومور رگزایی های پایدار میرگ

گردد. بنابراین منجر به رشد، تهاجم و گسترش سرطان می

تواند یک هدف جذاب برای درمان سرطان مهار رگزایی می

 VEGF(. فاکتور رشد اندوتلیال عروق خونی 12باشد )

(Vascular endothelial growth factor )ترین فاکتورمهم 

شود. در توسعه و رگزایی تومور سرطانی محسوب می

هایش منجر به تکثیر و رگزایی اتصال این فاکتور به گیرنده

شود. برخی از محققان روی مهار های اندوتلیال میسلول

های مونوکلونال و بادیاین فاکتور با استفاده از آنتی

های بادیهای کوچک تمرکز نمودند. آنتیمولکول

رغم داشتن یکسری مزایا )تمایل و ال علیمونوکلون

هایی از قبیل اندازه بزرگ، اختصاصیت بالا(، محدودیت

زایی، قیمت بالای تولید و ... را دارند. کلاس جدیدی ایمنی

ها در تحقیقات معرفی شده که نام نانوبادیها بهبادیاز آنتی

های کوچک را های مونوکلونال و مولکولبادیمزایای آنتی

در  AntiVEGF(. نانوبادی 16و  12باشند )با هم دارا می

از شتر  Phage displayبا استفاده از تکنیک 2016سال 

 AntiVEGF(. در این تحقیق نانوبادی 12جداسازی شد )

ی( با استفاده از عنوان میزبان لکه موضعبهدر گیاه سلمک )

تولید شد. در  ZYMVروش بیان موقت مبتنی بر ویروس 

ابتدا گیاهان هدف با استفاده از ناقل ویروسی حاوی ژن 

( آلوده شدند تا از توانایی pZYMVGFP) GFPگزارشگر 

آلوده کردن گیاهان با کمک این ناقل اطمینان حاصل شود. 

پس از ظهور علائم ویروسی روی برگ گیاهان و همچنین 

، Dot blotو  RT-PCRهای تائید آلودگی گیاهان با روش

سازی ژن هدف )ژن رمز کننده نانوبادی همسانه

AntiVEGF در ناقل ویروسی )pZYMVGFP  .انجام شد

در مرحله بعد گیاهان هدف با استفاده از ناقل ویروسی 

کوبی شده و بیان ژن ( مایهpZYMVAntiVEGFنوترکیب )

و در سطح  RT-PCRهدف در سطح رونویسی با آزمون 

 ELISAو  Dot blot ،Western blotهای پروتئین با آزمون

 مورد بررسی قرار گرفت.

 مواد و روشها

هدف از  جهت تكثیر ژن ی اختصاصیطراحی آغازگرها

سازی در ناقل و همسانه pHEN6c-AntiVEGFناقل 

pJET : جهت تکثیر ژن هدف از روی ناقلpHEN6c-

AntiVEGF دکتر بهدانی و همکاران )تهیه شده توسط، 

، PCR، با استفاده از واکنش )انسیستوپاستور ایران

آغازگرهای اختصاصی مناسب طراحی شد. در طراحی 

و در طراحی آغازگر  SphIآغازگر رفت جایگاه برش آنزیم 

در نظر گرفته شد. برای  KpnIبرگشت جایگاه برش آنزیم 

 High fidelity PCR master mixاز  PCRانجام واکنش 

با  PCRستفاده شد. انجام واکنش )توپاز، ایران( ا
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( منجر به AntiVEGFآغازگرهای اختصاصی ژن هدف )

- 1جفت باز شد )شکل  398تکثیر یک قطعه با اندازه 

الف( در - 1)شکل  PCRی تکثیر شده الف(. درج فرآورده

در حضور آنزیم لیگاز و مطابق با دستورالعمل  pJETناقل

ت. سپس )شرکت فرمنتاز( انجام گرف K1232کیت 

-pJETمحصول واکنش اتصال )ناقل نوترکیب 

AntiVEGFهای مستعد باکتری ( به سلولE. coli  انتقال

با استفاده از آغازگرهای  PCRهای یافت. در نهایت آزمون

ب( و هضم - 1)شکل  pJETRو  pJETFاختصاصی 

سازی ژن هدف ج( برای تائید همسانه- 1آنزیمی )شکل 

. همانگونه که انتظار می رفت، در ناقل مذکور انجام شد

با استفاده از آغازگرهای اختصاصی  PCRپس از آزمون 

pJETF  وpJETR  موجود در کیت(K1232 یک قطعه ،)

ب(. همچنین نتیجه - 1جفت بازی تکثیر شد )شکل  524

)دربردارنده ژن  pJET-AntiVEGFهضم آنزیمی ناقل 

AntiVEGFهای ( با آنزیمSphI  وKpnI قطعه  ایجاد یک

 ج(.- 1جفت بازی مربوط به ژن هدف بود )شکل  378

AntiVEGFF: 5′-ATGCGCATGCATGCAGGTCCAGCTGCAGGAGTCT-3 

AntiVEGFR: 5′-TCGAGGTACCTGAGGAGACGGTGACCTGGGTCC-3′ 

 
 نشانگر اندازه مولکولی  -Mبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی:  pHEN6c-AntiVEGF از روی ناقل AntiVEGFالف( تکثیر ژن  -1شكل 

Kb1 ،-C- ناقل -5تا  1عنوان کنترل(، کنترل منفی )آب به AntiVEGF-c6pHEN ی ژن هدف ب( جداسازی محصول دربردارندهPCR  ژن

AntiVEGF :تکثیر شده با استفاده از آغازگرهای اختصاصی M-  نشانگر اندازه مولکولیKb 1 ،-C- 6تا  1عنوان کنترل(، کنترل منفی )آب به- 

 -Kb1 ،1 نشانگر اندازه مولکولی  -pJET-AntiVEGF :Mهای رشد یافته روی محیط انتخابگر ج( جداسازی محصول هضم آنزیمی ناقل کلونی

 برش خورده p pJET-AntiVEGFناقل  -2برش نخورده،  pJET-AntiVEGFناقل 

 

سازی ژن هدف در ناقل ویروسی همسانه

pZYMVGFP :سازی آن پس از تکثیر ژن هدف و همسانه

کیلو  pJET-AntiVEGF (9/2های ، ناقلpJETدر ناقل 

کیلو جفت باز( در واکنش 13) pZYMVGFPجفت باز( و 

برش داده شدند  KpnIو  SphIهای هضم آنزیمی با آنزیم

الف(. محصولات هضم آنزیمی روی ژل آگارز  -2)شکل 

جداسازی و با استفاده از کیت تخلیص ژل 

( ساخت کشور کره جنوبی ، GeneAllشرکت)

ب(. سپس واکنش اتصال بین  -2سازی شد )شکل خالص

قطعات تخلیص شده انجام گرفت و محصول واکنش به 

منتقل شد. تائید  E. coliهای مستعد باکتری سلول

با  pZYMVGFPسازی ژن هدف در ناقل ویروسی همسانه

و هضم آنزیمی  ج( -2شکل ) PCRهای استفاده از واکنش

رفت، د( انجام شد. مطابق با آنچه انتظار می -2)شکل 

ژن هدف و فرآورده حاصل از هضم  PCRاندازه محصول 

جفت  378و  398ترتیب برابر با آنزیمی ناقل نوترکیب به

نوترکیب ویروسی حاصل ناقل  دست آمد. ناقلباز به

pZYMVAntiVEGF  (.3نامیده شد )شکل 
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و  pZYMVGFP: الف( جداسازی محصول هضم آنزیمی ناقل pZYMVGFPدر ناقل ویروسی  AntiVEGFسازی ژن همسانه -2شکل 

pJET-AntiVEGF :M-  نشانگر اندازه مولکولی Kb1 ،1-  ناقلpZYMVGFP  ،ناقل  -2برش نخوردهpZYMVGFP  ،3برش خورده- 

نشانگر اندازه  -Mبرش خورده ب( جداسازی محصول تخلیص شده:  pJET-AntiVEGFناقل  -4برش نخورده،  pJET-AntiVEGFناقل 

کنترل  -Kb 1 ،-Cولی نشانگر اندازه مولک -PCR :Mج( جداسازی محصول  AntiVEGFژن  -4و  3ناقل ویروسی،  -2و  Kb 1 ،1مولکولی 

های رشد یافته روی محیط انتخابگر د( جداسازی کلونی -6تا  1( AntiVEGF -c6pHENکنترل مثبت )ناقل  -C+عنوان کنترل(، منفی )آب به

ناقل  -2برش نخورده،  pZYMVAntiVEGFناقل  -Kb1 ،1 نشانگر اندازه مولکولی  -pZYMVAntiVEGF :Mمحصول هضم آنزیمی ناقل 

pZYMVAntiVEGF برش خورده 

 

 

 pZYMVAntiVEGFنمایی شماتیک از ناقل نوترکیب ویروسی  -3شکل 

 

و  pZYMVGFPهای زنی مواد گیاهی با ناقلمایه

pZYMVAntiVEGF :سازی گیاه هدف، ابتدا جهت آلوده

بذور این گیاه از دانشکده کشاورزی دانشگاه تربیت مدرس 

از )گروه بیماری شناسی( تهیه شد. جهت کاشت بذور، 

همراه ورمیکولیت در ترکیب با خاک استریل به کمپوست به

 کاستفاده شد. گیاهان در اتاق 50:  25:  25نسبت حجمی 

 25ساعت تاریکی و دمای  8 ساعت روشنایی، 16رشد در 

های پس از استخراج ناقلقرار گرفتند.  گرادسانتیدرجه 

 Plasmid) استخراج پلاسمید با استفاده از کیت هدف

purification kit, GeneAllاستخراج شده  های(، ناقل

کن روی صورت مکانیکی و با استفاده از یک گوش پاکبه

بوراندوم، مالیده برگ گیاهان خراشدهی شده با پودر کر

زنی سطح برگ با پنبه آغشته به اتـانول شـد. پیش از مایه

 10درصد تمیز و ضدعفونی گردید. به ازای هر گیاه،  70

برداری از در نهایت نمونه .زنی شدمایه پلاسمیدمیکروگرم 

 زنی انجام شد.برگ گیاهان در روز چهاردهم پس از مایه

: RNAنی شده در سطح زارزیابی مولكولی گیاهان مایه

زنی شده و کل از برگ گیاهان مایه RNAبدین منظور، ابتدا 

 ,RNA (Ribospin Plantشاهد با استفاده از کیت استخراج 

GeneAll .و مطابق با دستورالعمل کیت استخراج گردید )

استخراج شده با  RNAپس از تعیین کیفیت و کمیت 

با استفاده از کیت  cDNA، ساخت %1استفاده از ژل آگارز 
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First Strand cDNASynthesis  (Fermentas .انجام شد )

با استفاده از آغازگرهای  RT-PCRدر نهایت، واکنش 

 اختصاصی طراحی شده از روی ژن هدف انجام شد.

 زنی شده در سطح پروتئینارزیابی مولكولی گیاهان مایه

 Total soluble) (TSPاستخراج پروتئین محلول کل )

protein) :منظور بررسی بیان پروتئین هدف، ابتدا به

مطابق با روش گای و همکاران انجام شد  TSPاستخراج 

در  گرم از برگ گیاهان هدف 2/0 ابتدا بدین منظور،(. 7)

خوبی پودر شد و مایع به داخل هاون و با استفاده از ازت

 50تریس )لیتر از محلول استخراج پروتئین سرد میلی 1به 

% و  04/0مولار، مرکاپتواتانول میلی EDTA 2مولار، لیمی

ضافه شد. سپس ( امولارمیلیPMSF 1بازدارنده پروتئاز 

گراد ورتکس و درجه سانتی 4دقیقه در دمای  10مدت به

گراد و با شتاب درجه سانتی 4دقیقه در دمای  20پس از آن 

g 15000 ب سانتریفوژ شد. فاز رویی حاوی پروتئین به تیو

 درجه -80جدید منتقل و تا زمان استفاده در دمای 

از  TSPگیری میزان داری گردید. برای اندازهنگه گرادسانتی

 BSAروش برادفورد و مقایسه با پروتئین استاندارد 

(Bovine serum albumin) .استفاده شد 

این آزمون به : (Dot-blotای )گذاری نقطهآزمون لكه

های (. ابتدا پروتئین11انجام شد )روش هوانگ و همکاران 

ای روی غشاء نیتروسلولزی صورت نقطهاستخراج شده به

بارگذاری شدند. پس از خشک شدن در دمای اتاق، غشاء 

مدت یک ساعت در دمای اتاق در محلول نیتروسلولزی به

( قرار گرفت. پس از سه بار شستشو BSA 1%بلوکه کننده )

بادی ، آنتیPBS-Tمحلول  دقیقه( در 5مدت )هر بار به

 1مدت ( بهpolyclonal rabbit anti-camel IgGsاولیه )

گراد( به کاغذ اضافه شد. درجه سانتی 37ساعت )دمای 

بادی ثانویه ، آنتیPBS-Tپس از تکرار شستشو با محلول 

(Goat anti-rabbit IgG-HRPبه ) مدت یک ساعت )دمای

سلولزی اضافه گردید. گراد( به غشاء نیترودرجه سانتی 37

در نهایت پس از شستشوی غشاء نیتروسلولزی با محلول 

PBS-Tهای حاوی پروتئین در حضور سوبسترای ، لکه

DAB (4 Diaminobenzidine tetrahydrochloride)  ظاهر

 شدند.

برای انجام : (Western blotگذاری وسترن )آزمون لكه

(. 23ه شد )این آزمون از روش توبین و همکاران استفاد

 PVDF، ژل و غشاء SDS-PAGEپس از انجام آزمون 

مولار، میلی 39دقیقه در بافر انتقال )گلیسین  30مدت به

( %20مولار و متانول میلی SDS 3/1مولار، میلی 48تریس 

ها از ژل به غشاء، از خیسانده شد. برای انتقال پروتئین

و  ، آمریکاTrans-Blot semi-dry (BioRad)دستگاه

دستورالعمل مربوطه استفاده شد. پس از اتصال دستگاه به 

 30مدت ، عمل انتقال بهmA 200منبع توان با جریان ثابت 

ساعت در محلول  3مدت دقیقه انجام شد. سپس غشاء به

-PBSدر محلول  %5بلوکه کننده )شیر خشک بدون چربی 

T 5مدت بار )هر بار به 3( قرار گرفت. پس از آن غشا 

شستشو داده شد. در مرحله  PBS-Tقه( توسط محلول دقی

 37ساعت در دمای  1مدت بعد، محلول آنتی بادی اولیه )به

گراد( به غشا اضافه شد. پس از شستشوی درجه سانتی

بادی ثانویه ، غشاء به محلول آنتیPBS-Tمجدد با محلول 

گراد( انتقال درجه سانتی 37ساعت در دمای  1مدت )به

بار شستشو با محلول  3نهایت غشاء پس از یافت. در 

PBS-T آمیزی به محلول رنگDAB  منتقل شد و بلافاصله

پس از ظهور باندها، شستشو با آب مقطر انجام شد. 

های مورد استفاده برای این آزمون مشابه با آزمون بادیآنتی

Dot-blot .بودند 

تعیین هدف از انجام آزمون الایزا، (: ELISAآزمون الیزا )

روش غیر میزان کمی پروتئین هدف بود. آزمون الایزا به

های (. به این صورت که ابتدا نمونه3مستقیم انجام شد )

 دهندههمراه بافر پوششپروتئینی استخراج شده به

(Coating buffer) های پلیت الایزا اضافه و درون چاهک

گراد قرار درجه سانتی 4مدت یک شب در دمای سپس به

های مربوطه )هر بار شستشوی چاهک 3ده شد. بعد از دا
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ها با ، بلوکه کردن چاهکPBS-Tدقیقه( با محلول  5بار 

درجه  37)یک ساعت در دمای  BSA 1%محلول 

گراد( انجام شد. بعد از شستشوی مجدد با محلول سانتی

PBS-Tبادی اولیه ، آنتیpolyclonal rabbit anti-camel 

IgGs گراد( به هر درجه سانتی 37مای )یک ساعت در د

بادی ثانویه چاهک اضافه شد. در نهایت پس از افزودن آنتی

(Goat anti-rabbit IgG-HRP) محلول ،TMB 

(Tetramethyl benzidine)  به هر چاهک افزوده شد. در

نانومتر با استفاده از  450نهایت، میزان جذب در طول موج 

، امریکا( و پس ار BioTek)  Microplate readerدستگاه

 توقف واکنش آنزیمی خوانده شد.

افزار برای طراحی آغازگرهای اختصاصی از نرم: افزارهانرم

 افزارو برای رسم نقشه ناقل از نرم OligoAnalyzerآنلاین 

SnapGene Viewer .استفاده شد 

 نتایج

در  pZYMVGFPتائید توانایی ناقل ویروسی 

در  GFPسازی گیاهان با مشاهده بیان ژن گزارشگر آلوده

قبل از استفاده از ناقل ویروسی : گیاهان هدف

pZYMVGFP  برای بیان موقت پروتئینAntiVEGF ،

سازی گیاه سلمک با استفاده از توانایی این ناقل در آلوده

های گیاه مورد ارزیابی قرار گرفت. تلقیح برگ GFPژن 

سبب آلودگی لکه موضعی  pZYMVGFPهدف با ناقل 

-Dotالف( و -4)شکل  RT-PCRهای گیاه شد که با آزمون

blot  ب( به آسانی قابل تشخیص بود. این در -4)شکل

حالی بود که در برگ گیاه آلوده شده با ویروس وحشی 

ZYMV بیان ژن گزارشگر ،GFP  مشاهده نشد. آزمونRT-

PCR  ژن  جفت بازی 127منجر به تکثیر قطعهGFP .شد 

( AntiVEGFبررسی رونویسی از ژن خارجی هدف )

هدف  جهت تایید بیان ژن: شده هدفزنی در گیاهان مایه

کل از گیاهان  RNA(، ابتدا RNAدر سطح رونویسی )

همراه گیاه به pZYMVAntiVEGF زنی شده با ناقلمایه

 شد.استخراج شاهد 

 

: GFPژن گزارشگر  RT-PCRالف( جداسازی محصول  -4شکل 

1
-C- 2عنوان کنترل(، )آب به کنترل منفی

-C- ( کنترل منفیRNA 

DNase I،) 3تیمار شده با 
-C- گیاه شاهد(،  کنترل منفی(M-  نشانگر

 1 ،(pZYMVGFP کنترل مثبت )ناقل -Kb 1 ،+Cاندازه مولکولی 

-Dotآزمون ب(  pZYMVGFPناقل  با زنی شدهمایهگیاهان  -5تا 

blot ویروسی هدف و شاهد:  زنی شده با ناقلگیاهان مایهC-  کنترل

های پروتئینی نمونه -4تا  1های منفی )نمونه پروتئینی گیاه شاهد(، لکه

 GFPکننده گیاهان بیان

 

به کمک آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRواکنش سپس 

مربوط به  بازیجفت 398ی صورت پذیرفت. تکثیر قطعه

زنی شده و عدم تکثیر آن مایهدر گیاهان  AntiVEGFژن 

 DNaseتیمار شده با  RNAدر گیاه شاهد و کنترل منفی )

I در گیاهان  رونویسی موفق از ژن هدفانجام ( بیانگر

بود.  pZYMVAntiVEGFزنی شده با ناقل نوترکیب مایه

برداری از برگ منظور تعیین بهترین زمان برای نمونهبه

روی  qRT-PCRآزمون گیاهان جهت آنالیزهای ژن هدف، 

ی این آزمون نشان داد که ژن هدف انجام شد و نتیجه

بالاترین سطح بیان این ژن در روز چهاردهم پس از 

 باشد )نتایج نشان داده نشده(.زنی میمایه

زنی شده بررسی بیان پروتئین نوترکیب در گیاهان مایه

های ژن منظور بررسی انجام ترجمه از رونوشتبه: هدف

زنی شده در هدف و بیان پروتئین نوترکیب در گیاهان مایه
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 انجام شد.های استخراجی روی پروتئین Dot-blotگام اول، آزمون 

 

 
Kb 1، 1نشانگر اندازه مولکولی  -AntiVEGF :Mژن  PCR-RTالف( جداسازی محصول  -5شکل 

-C- 2عنوان کنترل(، )آب به کنترل منفی
-C- 

3 (،DNase Iتیمار شده با  RNAکنترل منفی )
-C- گیاه شاهد(، کنترل منفی( +C- ناقل( کنترل مثبت pZYMVAntiVEGF)، 1  گیاهان  -5تا

 pZYMVAntiVEGFناقل  با زنی شدهمایه

 

در  نوترکیب را حضور پروتئین Dot-blotنتایج آزمون 

زنی شده با ناقل عصاره استخراج شده از برگ گیاهان مایه

در مقایسه با شاهد نشان  pZYMVAntiVEGFنوترکیب

های پروتئینی . مشاهده تغییر رنگ در نمونه(6)شکل  داد

زنی شده با ناقل هدف و عدم استخراج شده از گیاهان مایه

تئین تغییر رنگ در نمونه پروتئینی گیاه شاهد بیان این پرو

 .(6)شکل نوترکیب را تائید نمود 

 
خالص شده  AntiVEGFکنترل مثبت )پروتئین  -C +بادی اختصاصی پروتئین هدف: با استفاده از آنتی blot-Dotآزمون  نتایج حاصل از -6شکل 

 (AntiVEGFکننده پروتئین هدف )های پروتئینی گیاهان بیاننمونه -3تا  1 هایکنترل منفی )نمونه پروتئینی گیاه شاهد(، لکه -C-از باکتری(، 

 

 

نوترکیب در گیاهان  تر بیان پروتئینمنظور بررسی دقیقبه

استفاده  Western-blotهدف از روش  زنی شده با ناقلمایه

های استخراج شد. پس از انجام این آزمون روی پروتئین

زنی شده با ناقل نوترکیب شده از گیاهان مایه

pZYMVAntiVEGF( باند پروتئینی مشخصی ،kDa 15 )

در محدوده باند کنترل مثبت در این گیاهان مشاهده شد. 

هیچ گونه باند مشابهی در پروتئین استخراج شده از گیاه 

 شاهد مشاهده نگردید.

 
برای گیاهان هدف با استفاده از  Western-blotنتایج آنالیز  -7شکل 

کنترل منفی )گیاه  -AntiVEGF: -Cبادی اختصاصی پروتئین آنتی

خالص شده از باکتری(،  AntiVEGFشاهد(، کنترل مثبت )پروتئین 

https://doi.org/10.22034/jpr.2022.2187


 1403، 1، شماره 37لد ج                                                مجله پژوهشهای گیاهی )مجله زیست شناسی ایران(                                        
872022.21JPR./10.22034DOI:                 77-92مقاله پژوهشی، صفحات 

M-  ،)زنی گیاهان هدف مایه -3تا  1نشانگر پروتئینی )شرکت سیناژن

 pZYMVAntiVEGFشده با ناقل نوترکیب 

آزمون الیزا برای بررسی وجود تفاوت  از: آزمون الیزا

زنی شده با ناقل نوترکیب حاوی دار بین گیاهان مایهمعنی

ژن هدف و گیاه شاهد و همچنین برآورد کمی پروتئین 

AntiVEGF  استفاده شد. همانطور که در شکل مشاهده

داری بین کنید با استفاده از این آزمون، اختلاف معنیمی

 با شاهد مشاهده شد.زنی شده گیاهان مایه

 

زنی شده با ناقل گیاهان مایه میانگین میزان جذب پروتئین -.8شکل 

، 6تا  1( و گیاه شاهد: ستون pZYMVAntiVEGFنوترکیب )

 ، گیاه شاهد 7زنی شده با ناقل نوترکیب، ستون های گیاهی مایهنمونه

 گیریبحث و نتیجه

ویژه درمانی )بهها با اهداف تشخیصی و بادیمصرف آنتی

باشد. برای درمان سرطان( روز به روز در حال افزایش می

منظور تولید انبوه و ارزان بنابراین ایجاد یک سیستم کارا به

(. 8و  4ها امری ضروری و اجتناب ناپذیر است )آن

زراعت مولکولی پتانسیل تبدیل شدن به یک روش 

های ئینجایگزین جدید برای تولید ارزان و ایمن پروت

ی این تکنولوژی در طول چند دهه (.15دارویی را دارد )

(. بیان 26و  19گذشته پیشرفت چشمگیری داشته است )

های ویروسی تا حد زیادی به موقت با استفاده از ناقل

در چند سال توسعه زراعت مولکولی کمک نموده است و 

صورت  در این زمینههای چشمگیری در گذشته، پیشرفت

این تکنولوژی تولید مقادیر بالای . (22و  8) استگرفته 

طور کند. بهپروتئین هدف را در مدت زمان کم مهیا می

های ویروسی بازسازی مثال بیان موقت با استفاده از ناقل

بادی مونوکلونال را گرم آنتیمیلی 5شده تولید مقادیر بالای 

پذیر در هر گرم وزن برگی تازه در طی دو هفته امکان

های گیاهی چندین ویژگی ویروس(. 18و  14سازد )می

های بیانی مفید فرد دارند که برای توسعه ناقلمنحصر به

باشند. از جمله اینکه دارای ژنوم کوچک بوده و به می

باشند، سرعت همانندسازی آسانی قابل دستورزی می

طور ویروسی بالاست و توانایی آلودگی گیاهان به

(. در 13باشند )مان کوتاه را دارا میسیستمیک در مدت ز

با موفقیت با  AntiVEGFاین تحقیق پروتئین نوترکیب 

 ZYMVاستفاده از یک ناقل مبتنی بر ویروس 

(pZYMVGFP به شکل موقت در گیاه )Chenopodium 

album .ناقل  بیان شدpZYMVGFP  دربردارندهcDNA 

در این است.  ZYMV (3TN-TW)تمام طول جدایه تایوان 

و  1Pو  Pro-HCهای بین ژن GFPناقل ژن گزارشگر 

ویروس موزائیک کلم  S35ویروسی پیشبرنده تحت کنترل 

قرار دارد و CaMV( (Cauliflower mosaic virus )(گل 

در انتهای آمینی  NIaیک جایگاه هضم پروتئینی مربوط به 

برای تولید شکل آزاد پروتئین قرار داده  Pro-HCپروتئین 

سرکوب  Pro-HCه است. یکی از عملکردهای پروتئین شد

مهمی در  تواند نقشاست، لذا می RNAنمودن خاموشی 

(. ناقل 10بهبود بیان پروتئین نوترکیب داشته باشد )

pZYMVGFP های نوترکیب تاکنون برای بیان پروتئین

دیگری از جمله پروتئین پلاسمینوژن فعال کننده بافتی 

(tPAاینترفرون گ ،) 5اما و آلرژنDer p  

(allergen 5Dermatophagoides pteronyssinus group ) 

در سطوح (. 10کار گرفته شده است )در گیاهان به

توانند اثر چشمگیری روی رونویسی، عناصر پیشبرنده می

نوبه خود ژن خارجی داشته باشند و به mRNAسطح 

ی پروتئین را تحت تاثیر قرار دهند. سطوح تجمع فرآورده

بنابراین بالا بردن سرعت شروع رونویسی با استفاده از یک 

افزایش عملکرد پروتئین تواند باعث پیشبرنده قوی می

اغلب برای  35S(. در این رابطه پیشبرنده 5نوترکیب شود )
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های ی در گیاهان تراریخته و همچنین سیستمبیان ژن خارج

شود. زیرا یک پیشبرنده قوی است بیان موقت استفاده می

ها های گیاهی بویژه دولپههای گونهکه در همه یا اکثر سلول

تعدادی از  35Sباشد. با استفاده از پیشبرنده فعال می

ها و ها، واکسنبادیهای دارویی از قبیل آنتیپروتئین

رهای رشد در سطوح نسبتا بالا در گیاهان تولید فاکتو

میزان بیان پروتئین نوترکیب با استفاده از  (.6اند )شده

سیستم بیان موقت مبتنی بر ناقل ویروسی در گزارشات 

مختلف متفاوت بوده و بسته به نوع ناقل ویروسی، قدرت 

پیشبرنده ویروسی، توانایی حرکت سیستماتیک ناقل 

هدف در ناقل و تناسب بین قطعه  ویروسی، ثبات ژن

(. در 23درجی و اندازه ژنوم ویروس متفاوت خواهد بود )

با استفاده از ناقل مبتنی  GFPاین تحقیق ابتدا ژن گزارشگر 

در گیاه سلمک بیان شد. با مشاهده  ZYMVبر ویروس 

بیان ژن گزارشگر در این گیاه با استفاده از مشاهدات 

مولکولی، در مرحله بعد ژن میکروسکوپی و آنالیزهای 

سازی شد و ( در ناقل ویروسی همسانهAntiVEGFهدف )

بیان موفق ژن هدف با آنالیزهای مولکولی تائید شد. لذا 

تواند یک میزبان مناسب برای بیان سایر گیاه سلمک می

های دارویی نوترکیب با استفاده از این ناقل پروتئین

 شد.های ویروسی باویروسی و سایر ناقل

 سپاسگزاری

از جناب آقای دکتر مسعود شمس بخش )گروه 

خاطر در شناسی گیاهی دانشگاه تربیت مدرس( بهبیماری

اختیار قرار دادن ناقل ویروسی، از جناب آقای دکتر مهدی 

دشت بهدانی و سرکار خانم دکتر فاطمه کاظمی لمعه

های بادیخاطر در اختیار قرار دادن ژن هدف و آنتیبه

استفاده و از جناب آقای دکتر مختار جلالی جواران مورد

خاطر حمایت مالی این تحقیق کمال تشکر و قدردانی را به

 دارم.
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Abstract 

Transient expression through viral vectors has emerged as a preferred method for the 

production of plant recombinant protein. The short-term production of recombinant 

protein in this method, compared to time-consuming production of stable transgenic 

plants along with being cheaper and easier strategy pave the way for commercial 

production of recombinant proteins. In this research, Anti-Vascular endothelial growth 

factor (AntiVEGF) protein was produced in Chenopodium album plant using Zucchini 

yellow mosaic virus (ZYMV) virus-based transient expression method. Target plants 

were initially infected using a viral vector containing the GFP reporter gene 

(pZYMVGFP) to ensure the transgene expression. After the appearance of viral 

symptoms on plant leaves and also confirmation of plant infection by RT-PCR and dot 

blot methods, target gene cloning was performed in the pZYMVGFP virus vector. In the 

next step, the target plants were inoculated using a recombinant viral vector 

(pZYMVAntiVEGF) and the target gene expression was examined by RT-PCR at the 

transcription level and by Dot blot, Western blot and ELISA tests at translation level. 

Various molecular analysis confirms the recombinant AntiVEGF expression in this 

plant. Therefore, ZYMV viral-based transient expression system would be a suitable 

platform for recombinant proteins production in Chenopodium album plants. 

Key words: Transient expression platform, Chenopodium album plant, Plant 

bioreactors, Molecular pharming, Angiogenesis 
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