
 

 ژنتيک نوين

 9314 زمستان ،4، شماره همد دوره

 469 -464صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 اکستنسین

 اگرواینفیلتراسیون

 پنتراتین

  Heat-labileسم  Bزیرواحد 

E. coli 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 یونجه به منظور بیان گذرا در حاوی ژن پروانسولین های  ساخت و انتقال سازه

Construction and transformation of cassettes containing human 

Proinsulin gene for transient expression in alfalfa plants 
 

 3، هوشنگ علیزاده1، سیروس قبادی3، منصور امیدی1*بدرالدین ابراهیم سید طباطبایی ،2، اسماعیل قاسمی1فرگل مظاهری

 دانشگاه صنعتی اصفهانگروه بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی،  ،ارشد، استاد و استادیارکارشناسی آموخته  به ترتیب دانش -1

 استادیار دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی رامین خوزستان -2

 دانشگاه تهرانکرج استادیار پردیس کشاورزی  ب استاد وبه ترتی -3

Mazaheri F
1
, Ghasemi E

2
, Sayed Tabatabaei BE

*1
, Omidi M

3
, Ghobadi C

1
, Alizadeh H

3 

 

1. Graduated MSc Student, Professor, Assistant Professor, Department of Biotechnology, 

College of Agriculture, Isafahan University of Technology, Isfahan, Iran 
2. Assistant Professor, Ramin University, Khuzestan, Iran 

3. Professor, Assistant Professor, College of Agriculture and Natural Resources, University of 

Tehran, Karaj, Iran 

 

 sayedt@cc.iut.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (11/2/39:تاریخ پذیرش -22/8/33 :تاریخ دریافت)

 

 

 
 

ها نفر در سراسر جهان براي گريز از اثرات کشنده بيماري ديابت به تزريق دائمي  در حال حاضر ميليون

کنندگان  با قيمت و فراواني مناسب در اختيار مصرف توسعه سيستمي که بتواند اين دارو را .انسولين نياز دارند

ها و مخمر  امروزه با توسعه تکنيک مهندسي ژنتيک، انسولين انساني در باکتري .استامري ضروري  ،قرار دهد

مانند هزينه نسبتا بالا، امکان  ،هاي نوترکيب در اين موجودات شود ولي به علت معايب توليد پروتئين توليد مي

تحقيقات بر روي توليد  بخشي ازسازي،  بر خالص  هاي غيرضروري و نياز به مراحل هزينه پروتئين آلودگي با

دو سازه متفاوت  يپژوهش حاضر به منظور بيان گذرا. هاي نوترکيب در گياهان متمرکز شده است پروتئين

-Heatسم  B زيرواحدشامل يک ژن الحاقي به صورت  pLPCسازه . استههاي يونجه صورت گرفت در برگ

labile  باکتريE. coli LTB))-پنتراتين و سازه -پروانسولينpEPC  حاوي يک الحاق ژني ديگر به صورت

ييد قرار ايابي مورد ت پنتراتين، ساخته و از طريق برش آنزيمي و توالي-پروانسولين-پپتيد راهنماي اکستنسين

ز طريق اگرواينفيلتراسيون به گياه يونجه انتقال منتقل و ا LBA4404ها به اگروباکتريوم سويه  سازه. گرفتند

با آغازگرهاي اختصاصي ژن  RT-PCRوسيله  هاي گياه به در برگ پروانسولين فعال و توليد بيان ژن. يافتند

ميزان پروانسولين فعال توليدي در . ييد شدات Mono-bindپروانسولين و به وسيله کيت تشخيص طبي 

نانوگرم در هر گرم برگ تر  6/69و  66ترتيب  به pEPCو  pLPCهاي  ا سازهتيمار شده ب  هاي يونجه برگ

 .يونجه بود
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  مقدمه

های  با پیشرفت فناوری مهندسی ژنتیک و امکان تولید پروتئین

توسط  1381نوترکیب، انسولین انسانی برای اولین بار در سال 

  Chance and) تولید Genetechدانشمندان و با همکاری شرکت 

Frank 1993 )شدبیان  در مخمر 1381در سال  و (Thim et al. 

، پروتئین ترکیبی هورمون انسولین انسانی 1338در سال . (1986

. زمینی تولید شد ر سیبد (CTB) سم وبا Bهمراه با زیر واحد 

کل  درصد CTB 1/2میزان تولید هورمون انسولین و زیر واحد 

از  پسداد و  های تراریخت را تشکیل می پروتئین محلول در بافت

تئین محلول کل پرو درصد 222/2فرآوری، انسولین خالص 

ی نتایج بررس چنین هم .(Arakawa et al. 1998) زمینی بود سیب

امکان بیان هورمون انسولین در بذر گیاه آرابیدوپسیس نشان داد 

انداز بذری در بذر گیاه بیان  توان انسولین را به وسیله راه که می

پروتئین کل موجود  درصد 13/2انسولین بیان شده در گیاه تا . دکر

ی ها نتایج مثبت ارزیابی فسفریلاسیون در سلول. در بذر بود

های آزمایشگاهی  جانوری و آزمون تحمل به انسولین در موش

دهنده فعالیت زیستی این محصول به ترتیب در شرایط نشان

 بود (in vivo)طبیعی همچنین شرایط و ( in vitro) آزمایشگاهی

(Bailyes et al. 1992) . در مطالعه دیگریCTB  سهبه همراه 

 .تلفیق شد وتوننسخه از انسولین ترکیب و در ژنوم هسته ت

های  کل پروتئین درصد 1/2ها نشان داد که سطح بیان فقط  بررسی

طی تحقیقی ژن هورمون انسولین . (Li et al. 2006) قابل حل بود

. به ژنوم کلروپلاست توتون و کاهو منتقل شد CTBهمراه با ژن 

 1/2و  11دهنده میزان بیان تجزیه و تحلیل گیاهان تراریخت نشان

 درصد کل پروتئین محلول به ترتیب در توتون و کاهو بود

(Ruhlman et al. 2007) . بیان پروانسولین انسانی در آندوسپرم

در این تحقیق . بررسی شد 2221بذرهای گیاه ذرت در سال 

 81/18لیدی در عصاره استخراجی حداکثر غلظت پروانسولین تو

 گزارش شدکل پروتئین محلول  درصد 92/2گرم بر لیتر یا  میلی

(Farinas et al. 2007) . انتقال ژن پروانسولین انسانی تحت کنترل

سورگوم به   کافیرین-انداز گاما انداز مختص بذر به نام راه یک راه

گیاهان تراریخت، ژن  .وسیله تفنگ ژنی به گیاه سویا  گزارش شد

                                                           
1 
γ-Kafirin 

بذرهای . پروانسولین را بیان و در بذرهای رسیده تجمع دادند

ری و سپس برای سال نگهدا 1تراریخت در دمای اتاق به مدت 

نتایج این . وجود پروتئین پروانسولین مورد آزمایش قرار گرفتند

آزمایش نشان داد که پروانسولین موجود در بذرهای تراریخت 

چنان پایدار بوده و خواص دارویی خود را  پس از هفت سال هم

، گزارش 2211در سال . (Cunha et al. 2010) بود حفظ کرده

پروانسولین انسانی به -CTBموفقیت انتقال سازه حاوی 

گیاهان با پلاستید . شدکلروپلاست توتون و کاهو اعلام 

از نظر هموپلاسمی و درج هدفمند مورد بررسی و   تراریخت

در این پژوهش میزان پروانسولین تولیدی در . یید قرار گرفتندات

 13 و درصد 91های پیر توتون و کاهو به ترتیب نزدیک به  رگب

شده  پروانسولین تولید. از پروتئین کل محلول برگ بود درصد

های خشک کاهو بیش از  بسیار پایدار بوده به نحوی که در برگ

یید فعالیت ابه منظور ت. درصد پروانسولین مشاهده شد 92

یابتی با کاهوهای های د بیولوژیکی انسولین تولید شده، موش

دهنده مشابه بودن کاهش سطح  نتایج نشان. تراریخت تغذیه شدند

های دیابتی تغذیه شده با کاهوهای تراریخت با  قند خون در موش

. ها تزریق شده بود های دیابتی بود که انسولین تجاری به آن موش

های خشک و  نظیر پروانسولین در برگ با توجه به پایداری بی

تواند راهی ساده و  بالای این هورمون، این روش می تولید سطح

 Boyhan) ارزان برای تولید پروانسولین خوراکی و تزریقی باشد

and Daniell 2011). 

های ارزشمند، این  پروتئینبا توجه به توانایی گیاهان در تولید 

های  مطالعه در جهت بررسی تولید پروانسولین خوراکی در سیستم

در این پژوهش برای اولین  .گیاهی نظیر یونجه صورت پذیرفت

بار از پپتیدهای نفوذ کننده به سلول در زراعت مولکولی استفاده 

های  پروانسولین را از سلول ،تیدهااین پپ رود انتظار میشد و 

تولید موقت  ،این تحقیق اهدافیکی دیگر از . عبور دهندپوششی 

های گیاهی بود که تا به حال  پروانسولین انسانی در سیستم

 .استگزارش نشده

 

 

 

                                                           
2
 Transplastomic 
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  هامواد و روش

 باکتری، ناقل و گیاه مورد استفاده

سازی از  نهدر این پژوهش به منظور انجام مراحل مختلف همسا

و به منظور انتقال ژن به گیاه یونجه رقم  E.coli DH5α باکتری

 LBA4404سویه  Agrobacterium tumefaciens همدانی از

دارای تعدادی توالی  pLPCو  pEPC های سازه. استفاده شد

سازی  سنتزی بودند که به بیان بیشتر، عملکرد بهتر و یا خالص

مورد جهت افزایش بیان ژن  .نندتر پروتئین نوترکیب کمک ک ساده

 ژن 1′ در انتهایCGA/GCCAUGG  کزاک توالیاز  ،مطالعه

 ها یوکاریوتاستفاده شد که نقش بسیار مهمی در شروع ترجمه در 

و  pEPCهای ذکر شده دو سازه  با توجه به کارایی توالی .دارد

pLPC ندبه گونه زیر طراحی شد. 

  pEPCو  pLPCهای سازی ژن و طراحی سازهبهینه

به منظور بیان  (Gene ID: NC_000011) ژن پروانسولین انسانی

. سازی شد بهینه ید بیانیبدون تغییر در آمینواس در سیستم گیاهی

 pLPC های در نهایت برای بیان موقت از طریق اگروباکتریوم، سازه

یابی  و از طریق توالی( 1شکل) طراحی و ساخته شدند pEPCو

 .رفتندیید قرار گامورد ت

توالی کزاک، توالی دارای  ترتیب به 3′به  1′از سمت  pLPCسازه 

LTB ، ،اسیدآمینه  1پنتراتین، ترومبین و توالی پروانسولین

 3′به  1′سمت  از pEPCباشد و همچنین سازه  می هیستیدین

، پروانسولینتوالی کزاک، توالی راهنمای اکستنسین،  دارای

 .(1شکل ) است یستیدیناسیدآمینه ه 1ترومبین و توالی 

 آغازگرها

به منظور انجام مراحل مختلف پژوهش از آغازگرهای مختلفی 

 .اند آمده 1استفاده شد که در جدول 

 تهیه مایه تلقیح و انجام آگرواینفیلتراسیون

  ه اگروباکتریومب انجماد و ذوب با روشهای ایجاد شده  سازه

 g/mlµ 122)انتخابی  و در محیط (Wang et al. 2005)منتقل 

های  همسانه. کشت شدند( 2ریفامپسین g/ml µ 12و  1کانامایسین

ا استفاده از و ب PCRبا کمک های نوترکیب  حاوی ناقل

های دارای اگروباکتری .یید شدندات Prorvو  Extfwآغازگرهای 

                                                           
1
 Kanamycin 

2
 Rifampicin 

دمای  و g 1222 × تحت شرایط شده وناقل نوترکیب کشت داده

حذف روشناور در  سانتریفیوژ و پس ازگراد نتیدرجه سا 9

-نمک) محیط کشت تلقیح مانده،باقیرسوب به  شرایط استریل،

( مولار استوسیرینگانمیلی 2/2گرم در لیتر گلوکز و  MS ،22های 

 دقیقه 91به مدت  اییامولسیون باکتری در مرحله بعد. شداضافه 

تا باکتری به ه گرفتقرار گراد درجه سانتی 28دمای ی و در تاریک

در داخل ی یونجه برگهای نمونه. کند محیط کشت عادت

. ندشد امولسیون باکتریایی قرار داده حاویدسیکاتور 

میلی بار و سه  212سوسپانسیون باکتریایی تحت شرایط خلاء 

ها بر  شکست ناگهانی وارد فضای بین بافتی شد و سپس برگ

 Janssen) ر داده شدندقرا MSروی کاغذ صافی آغشته به محیط 

and Gardner 1990) . 

 RT-PCRکنش  و انجام وا RNAاستخراج 

ساعت از اگرواینفلتراسیون و اطمینان از بیان  12بعد از گذشت 

bioZOLکل با روش  RNAژن، 
TM اساس دستورالعمل شرکت بر

 با استخراج و پس از تیمار( آمریکا .BioWORLD Co) سازنده

DNaseI (ز طبق دستورالعمل شرکتشرکت فرمنتا) رشته مکمل ،

cDNA  با استفاده از آغازگر الیگوdT آنزیم ترانسکریپتاز  و

. معکوس شرکت فرمنتاز مطابق دستورالعمل شرکت ساخته شد

 Prorvو  Profw با استفاده از آغازگرهای RT-PCRواکنش 

 .صورت گرفت

 استخراج پروتئین و آزمون الیزا

ینفیلتره شده در نیتروژن مایع پودر و های اگروا گرم از برگ یک

به ( pH:7فسفات بافر)میکرولیتر بافر استخراج  822بعد از افزودن 

. (Guy et al.1992) سانتریفیوژ شدg ×1222دقیقه در  22مدت 

روشناور جدا و براساس روش برادفورد، غلظت کل پروتئین 

در  منحنی استاندارد غلظت پروتئین و( Bradford 1972) تعیین

انباشت و تعیین غلظت پروتئین انسولین . رسم شد Excelافزار  نرم

 Mono-bind طبق دستورالعمل کیت، ELISAتولیدی با روش 

تکرار قرائت و  سهنانومتر در  912میزان جذب در . انجام شد

های اصلی کسر شد و در نهایت، غلظت  اعداد کنترل منفی از داده

دست  کل پروتئین محلول به صورت درصدی ازه نهایی پروتئین ب

 .آمد
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‬.pEPCسازه  (ب ؛ pLPCسازه  (الف .های ساخته شده در این پژوهش سازه -1شکل

 

 در این تحقیق توالی آغازگرهای مورد استفاده -1جدول

 (1'-3')توالی آغازگر نام آغازگر

Profw CCATGGGGATCC TTTGTACATCAACATTTGTGTGGT 
Prorv GAGCTCCCATGGATTACAATAATTTTCCAATTGATACC 
Extfw GAGCTCCCATGGACGTTGAATTTTAATCCAAAATTGAT 

35S2fw AACCCACAGATGGTTAGAGAGG 
35S1fw CTTCAAAGCAAGTGGATTGATGTGATATCTCC 

 

  نتایج و بحث

 Agrobacterium در pEPCو  pLPCی  ها حضور سازه

tumefaciens با تکثیرانتخابی رشد کرده بر روی محیط کشت ، 

 (3شکل ) جفت بازی 1132و  (2  شکل) جفت بازی 1113  قطعه

و  35S2fwبا آغازگرهای  PCR-با استفاده از واکنش همسانه

Prorv یید شدات. 

  

 
 -همسانهبا استفاده از  ومدر اگروباکتری pLPCیید حضور سازه ات -2شکل

PCR  35با آغازگرهایS2fw و Prorv. نشانگر)Lambda DNA/EcoRI 

+HindIII جفت بازی در  1113قطعه  تکثیر (1، 3، 2، 1 های چاهک؛

  .شاهد( 9چاهک  ؛pLPC های دارای سازه همسانه

 

 

 

 
 -همسانه از استفاده باوم اگروباکتری در pEPC سازه حضور ییدات -3شکل

PCR  35با آغازگرهایS2fw و  Prorv .و  3، 2 های چاهک ؛شاهد( 1چاهک

؛ pEPC های دارای سازه جفت بازی در همسانه 1132تکثیر یک قطعه  (9

 .(فرمنتاز) GeneRuler DNA Ladder Mix (نشانگر

 

دهنده صحت انجام  نشان به سبز تیرهها  رنگ برگتغییر 

 .(9شکل) ( and Gardner 1990 Janssen) بود اگرواینفیلتراسیون

و  Profwجفت بازی با استفاده از آغازهای  218تکثیر قطعه 

Prorv یید کننده بیان ژن در سطحات RNA های آلوده به  برگ در

 (.1شکل ) بود pEPCو  pLPCهای  های دارای سازه اگروباکتریوم

  نشانگر  1     2     3      9       1

1113  bp 

1132 bp 

1132   bp 

1222  bp 

نشانگر     9        3        2        1        
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 .وناسیبرگ یونجه قبل از اینفیلتر (ج ؛اسیوناینفیلتر از بعد ونجهی برگ( ب؛ راسیونمورد استفاده برای اگروایفیلت لیتری نیم ءخلا محفظه‬(الف -9شکل

 
 نشانگر   1            2         3       9        1         1         1          8

 
 وسیله های یونجه اگرواینفیلتره شده به در برگ انتقالی د بیان ژنأییت -1شکل

های  بازی برگجفت  218تکثیر قطعه  )9، 2 های چاهک  .RT-PCR واکنش

جفت  218قطعه  یک تکثیر )8و   1 چاهک ؛pEPCده با ناقل ش اگرواینفیلتره

های  چاهک ؛pLPCناقل با شده اگرواینفیلتره های برگ  RT-PCRدرآزمون بازی

دهنده  عدم تکثیر نشان) Prorvو 35S2fwبا دو آغازگر  کنترل منفی) 1و 1،3،1

 GeneRuler DNA (نشانگر ؛(استخراجی بود RNAدر  DNAعدم وجود 

Ladder Mix. 

 

با آغازگر  PCRواکنش  DNAید عدم وجود آلودگی یابه منظور ت

انسولین انجام پروو آغازگر برگشت ژن  (35S2fw) انداز رفت راه

 .بود DNAدهنده عدم وجود آلودگی شد، عدم تکثیر قطعه، نشان

با روش یونجه  های متوسط غلظت پروتئین استخراجی در برگ

روگرم در هر میک 32/3111نزدیک به نانومتر،  131دفورد و در ابر

های  برای بررسی تولید انسولین فعال در برگ. گرم برآورد شد

 Mono-bindیونجه اگرواینفیلتره شده از کیت تشخیص طبی 

های  جهت تعیین مقدار انسولین تولید شده در بافت. استفاده شد

-Monoتراریخت، با استفاده از استانداردهای موجود در کیت 

bind (1شکل)افزار  در نرم ، منحنی استاندارد غلظت انسولین

Excel شکل ) دست آمد به رسم و معادله تعیین غلظت انسولین

متوسط غلظت  از واکنش الایزا براساس نتایج به دست آمده .(1

های یونجه اگرواینفیلتره شده با  پروانسولین تولیدی در برگ

و  11حدود به ترتیب در  pEPCو  pLPCهای  استفاده از سازه

 (.8شکل ) نانوگرم در هر گرم برگ تازه بود 1/11

بالا، امکان  اهزینه نسبتمانند معایب  برخی علتتولید انسولین به 

روی  بر در باکتری و مخمر، های غیرضروری آلودگی با پروتئین

در این پژوهش سعی شد  .استدر گیاهان متمرکز شده تولید

های گیاه  دو سازه مختلف در برگ پروانسولین انسانی با استفاده از

تفاوت این دو سازه در . بیان شود به صورت گذرا یونجه

 pEPCسازه . های کمکی الحاق شده به ژن پروانسولین بود توالی

باشد که  ژن پروانسولین می 1′در قسمت  اکستنسین دارای توالی

های گیاهی را تسهیل  سازی انسولین تولیدی از اندام امکان خالص

 1′پپتید راهنمای اکستنسین به ناحیه  در صورتی که .کند می

قادر است آن را به ناحیه آپوپلاست سلول  ،پروتئینی متصل شود

 ،با انتقال پروتئین نوترکیب به ناحیه آپوپلاستی. گیاهی منتقل کند

 pEPCدر سازه . شد خواهد سهولت انجام بهسازی  مرحله خالص

ژن پروانسولین،  3′اتین در ناحیه توالی پنتر pLPCهم مانند سازه 

های  تواند امکان عبور انسولین از سلول این توالی می که الحاق شد

 .پوششی روده را فراهم آورد
 

 

 

 

 

 ب ج الف

322  bp 

218  bp 
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 .لیتر نانوگرم در میلی صفرو  1،2/2، 2، 1، 12ترتیب  های مختلف انسولین به غلظت (8تا  3 شاهد؛( 2و1. های مختلف انسولین گیری غلظت رنگ -1شکل

 
 انسولینپرومنحنی استاندارد غلظت  -1شکل 

 

 
های یونجه اگرواینفیلتره شده  انسولین در برگپروید تولید یتا (3تا  1. های اینفیلتره شده با استفاده از کیت مونوبایند ن در برگانسولیپرونتایج بررسی تولید  -8شکل

 .pBI121+EPCوسیله سازه  های یونجه اگرواینفیلتره شده به انسولین فعال در برگپروتائید تولید  (1تا  9 ؛ pBI121+LPCوسیله سازه به

 

اما هیچ  اگرچه تا به حال پروانسولین انسانی در گیاهان تولید شده

در گیاهان بیان  ،های مورد استفاده در این پژوهش کدام از الحاق

 LTBای ه بنابراین با توجه به توانایی قابل توجه توالی. استنشده

ها در این پژوهش الحاق  و پنتراتین در تحویل خوراکی پروتئین

 .شدها به پروانسولین امکان تحویل خوراکی آن بررسی  آن

 های دست آمده میزان انسولین تولیدی در برگ براساس نتایج به

 11ترتیب  ، بهpEPCو pLPCهای  سازه برای اگروایفیلتره شده

نتایج حاصل،  .گرم برگ تازه بود نانوگرم در هر 1/11 و نانوگرم

های انجام شده در زمینه انتقال  اختلاف قابل توجهی با پژوهش

 .Arakawa et al (1998) ؛پایدار انسولین به گیاهان مختلف مانند

 در آرابیدوپسیس،et al.  and  Nykiforuk(2006)زمینی،  در سیب

(2006) et al. Li  ،(2007)در توتون. et alRuhlman  ر د

 در سورگوم Cunha et al. (2010) کلروپلاست توتون و کاهو،

یید کننده بیان بالاتر در حالت گذرا نسبت به پایدار ادارد که ت
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 . (2007) در تحقیقی که توسط (. et alGarabagi. 2012)است 

Haghighi et al انجام شده، میزان پروتئین هورمون رشد انسانی در

از کل پروتئین استخراج  درصد 1/2صورت گذرا  گیاه یونجه به

در آزمایش دیگری میزان   .Pourseyedi et al (2009) .شده بود

برابر گیاهان  8/3را در گیاهان یونجه  VP2بیان گذرای پروتئین 

شاهد اعلام کردند و ابراز داشتند که میزان پروتئین تولیدی در 

انسولین  میزان پروتئین. استیونجه بیشتر از توتون و کاهو بوده

درصد از  23/2به طور میانگین ) تولیدی حاصل از این آزمایش

. تر است نزدیک .Pourseyedi et al (2009) به نتایج( پروتئین کل

-Monoوسیله کیت  های تراریخت به یید تولید انسولین در بافتات

bind نشان  راهای گیاهی  فعال بودن انسولین تولیدی در بافت

نتایج مثبت  .استدر پزشکی  آن بلیت کاربردقاو بیانگر دهد  می

به گیاه یونجه  pLPCو  pEPCحاصل از انتقال گذرا دو سازه 

در این زمینه های بیشتر  ای برای انجام پژوهش تواند مقدمه می

 . باشد
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