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. ثر از آن استفاده کندؤطور متواند انسولين توليد و يا به در اثر آن بدن نمی است که ای ديابت بيماری

شود، ولی نياز به توسعه  طور تجاری در باکتری و يا مخمر توليد میاگرچه انسولين نوترکيب به

عنوان خوراکی صدفی به  در اين راستا قارچ. های جايگزين برای توليد انسولين وجود دارد سيستم

 pcambCTB-Pins برای اين منظور ناقل دوتايی. برای توليد انسولين مورد بررسی قرار گرفت ميزبان

 gpdبرنده سم وبا که به ژن پروانسولين انسانی الحاق شده بود، تحت کنترل پيش Bحاوی زير واحد 

 8/0با غلظت  GV3101سويه )ساخته شد و با استفاده از روش انتقال ژن مبتنی بر اگروباکتريوم 

(OD600nm ))کشتی  در دمای هم˚C52  و محيط گزينشگر حاوی هيگرومايسين و سفوتاکسيم به بافت ژيل

های  پس از تائيد اوليه قارچ. دشمنتقل ( Iran1649c)جدايه ايرانی ( Pleurotus ostreatus)قارچ صدفی 

بی پروانسولين با آغازگرهای اختصاصی، درج پايدار ژن ترکي PCRتراريخت با استفاده از آزمون 

. گذاری سادرن تاييد شد در ژنوم قارچ صدفی با آزمون لکه( CTB)سم وبا  Bانسانی و زير واحد 

، الايزا و RT-PCRهايی نظير  چنين بيان اين ژن ترکيبی در سطح رونويسی و پروتئين با روش هم

و  CTBروتئين ترکيبی های تراريخت ميزان پ تائيد واقع شد و در ميسليوم قارچ دايمونوبلاتينگ مور

با توجه به نتايج اين تحقيق و بيان . دست آمدهپروتئين محلول کل ب درصد 04/0پروانسولين انسانی 

های  توان به توسعه و توليد داروهای زيستی در قارچهای خارجی در قارچ تراريخت، می موفق ژن

 .خوراکی اميدوار بود
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روز به روز در حال  1در دنيای امروز تقاضا برای داروهای زیستي

دليل اینکه معمولا قيمت این داروها زیاد و  و به استافزایش 

هایي توسعه یابند  باشد، لازم است سيستم ها محدود مي فراواني آن

که بتوانند داروهای زیستي را با قيمت مناسب در اختيار مصرف 

های بيان  وجود محدودیت فراوان در سيستم. رار دهندگان قکنند

رایج و نيز ( حيوانات)و یوکاریوتي ( باکتریایي)پروکاریوتي 

است علاوه بر افزایش نياز به داروهای نوترکيب سبب شده

های  ای به قارچ های مبتني بر گياهان توجه ویژه گسترش سيستم

های  ی توليد پروتئينهای زیستي، برا عنوان کارخانهخوراکي به

های خوراکي همانند  های بياني مبتني بر قارچ سيستم. دارویي شود

ها نظير گياهان توانایي توليد و پردازش  سایر یوکاریوت

هایي که نياز به تغييرات پس از ترجمه مانند  پروتئين

های   سولفيدی و انجام شکافتهای دیگليکوزیلاسيون، ایجاد پل

دارا های نشانه را دارند  هایي مانند پپتيد واليآنزیمي جهت حذف ت

کوتاه بودن مدت زمان کشت تا (. Zhang et al. 2004)باشند  مي

برداشت محصول، توليد بيوماس بالاتر در مدت زمان کوتاه، 

های صورت خام و در نتيجه امکان حذف هزینه قابليت مصرف به

های  يناستخراج و استحصال پروتئين در صورت توليد پروتئ

ها سبب شده است امروزه این دسته از موجودات  نوترکيب در آن

عنوان راکتورهای زیستي مورد توجه ویژه قرار گيرند  به

(Nevalainen et al. 2005 .) 

هایي مانند توليد پيوسته، امکان افزایش سریع  با توجه به ویژگي

های پائين تاسيس تجهيزات و امکانات،  مقياس توليد و هزینه

 Mushroomهای خوراکي یک محصول مدل برای  قارچ

pharming شوند  محسوب مي(Romaine et al. 2004 .) با

های  های روزافزون در زمينه دستورزی ژنتيکي قارچ پيشرفت

-Platelet، (Kim et al. 2010)خوراکي، بيان هورمون رشد انساني 

Derived Growth Factor-BB (Choi et al. 2011)کاز ، آنزیم لا

(Kilaru et al. 2006 ) و آنزیم سلولاز(Zhao et al. 2010 ) در

 .است های خوراکي گزارش شده برخي از قارچ

های خوراکي  اهميت اصلاح مولکولي و پتانسيل بالقوه قارچ

های بياني سبب تلاش روزافزون محققين در جهت  عنوان ميزبان به

                                                           
1
 Biopharmaceutical 

ها شده  از قارچ های انتقال ژن به این دسته ایجاد و گسترش روش

های خوراکي با استفاده  تراریختي قارچ(. Frandsen 2011)است 

 1551ای در سال  از اگروباکتریوم با دستورزی ژنتيکي قارچ دکمه

برنده  آغاز شد که ژن مقاومت به هيگرومایسين تحت کنترل پيش

gpd ای منتقل شد  به قارچ دکمه(De Groot et al. 1998 .) از آن

ی قدرتمند برای رعنوان ابزا به Agrobacterium tumefaciensپس 

د که توانایي دستورزی شها مطرح  تراریختي ژنتيکي قارچ

. باشد های خوراکي را نيز دارا مي های سرسخت نظير قارچ قارچ

طور  به A. tumefaciensبا استفاده  gfpدر تحقيقي ژن گزارشگر 

 Coprinus ای و های خوراکي دکمه موفقيت آميزی به قارچ

cinereus ای  منتقل شده و برای بيان ژن گزارشگر در قارچ دکمه

 trp1برنده  از پيش C. cinereusو در قارچ  gpdIIبرنده  از پيش

afp (Antifreeze protein )ژن (. Burns et al. 2005) شداستفاده 

به  A. tumefaciens با استفاده از روش تراریختي مبتني بر 

منتقل  Volvariella volvaceaرچ خوراکي های قا ميسليوم

شود  این ژن که سبب مقاومت به تنش سرمایي مي. است شده

برنده عنوان نشانگر انتخابگر و گزارشگر، تحت کنترل پيش به

. است استفاده شده Lentinus edodes از منشا gpdهترولوگوس 

مطالعات برابر  111کارایي انتقال ژن با استفاده از این روش بيش از 

 .Wang et al)است پيشين در این قارچ خوراکي گزارش شده

انتقال ژن به قارچ خوراکي صدفي با روش اگروباکتریوم (. 2008

است گزارش شده egfpبرای اولين بار برای انتقال ژن گزارشگر 

(Ding et al. 2011 .) در مطالعه اخير از ناقل دوتایيpPEH  برای

در این ناقل برای . ین قارچ استفاده شدهای ا تراریختي ميسليوم

از ناحيه  hphبيان ژن گزارشگر و همچنين نشانگر انتخابگر 

همراه دو اینترون ابتدایي  با منشا قارچ صدفي به gpd برنده ژن پيش

ترین کارایي با در این تحقيق بيش. استاین ژن استفاده شده

نده گزارش شد عنوان بافت گيرهای قارچي به استفاده از ميسليوم

گذاری سادرن درج موفق ژن در ژنوم  و لکه PCRو آزمون 

پس از (. Ding et al. 2011)های تراریخت را تائيد نمودند  قارچ

های  آن هيچ گزارشي مبني بر تراریخت نمودن این دسته از قارچ

 .است خوراکي با استفاده از این روش گزارش نشده

با مشکلات هورمون انسولين  که یيها دیابت به شماری از بيماری

نوع یک دیابت دیابت به دو نوع . دشو باشند، اطلاق مي مي مرتبط
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، یکدر افراد مبتلا به دیابت نوع  .شودبندی مي و نوع دو تقسيم

بایستي مادام این افراد پانکراس قادر به ترشح انسولين نبوده و 

به اهميت با توجه  .کنند دریافتطور روزانه انسولين هالعمر و ب

های بسياری برای توليد انسولين  انسولين در پزشکي تلاش

ها و  های مختلف نظير پروکاریوت نوترکيب در سيستم

 ;Hay and Docherty 2003)ها صورت گرفته است  یوکاریوت

Farinas et al. 2007 .)های خوراکي  با توجه به توانایي قارچ

های نوترکيب با  وتئينهای زیستي برای توليد پر عنوان کارخانه به

های  ارزش دارویي، تاکنون تلاشي در زمينه استفاده از قارچ

خوراکي برای توليد پروانسولين انجام نگرفته و نيز هيچ گزارشي 

بنابراین . های خوراکي وجود ندارد مبني بر بيان انسولين در قارچ

هدف اصلي این تحقيق توليد این پروتئين با ارزش در قارچ 

برای دستيابي به این هدف، پس از طراحي سازه . دصدفي بو

مناسب جهت توليد انسولين در قارچ خوراکي، استفاده از روش 

مناسب برای تراریخته کردن قارچ صدفي بود و در نهایت 

و پروتئين مورد  DNA ،RNAهای تراریخت در سطوح  قارچ

 . ارزیابي قرار گرفتند

 

ژني نوترکيب حاوی ژن پروانسولين  در تحقيق حاضر سازه

جهت ( CTB)سم وبا  Bانساني الحاق شده به زیر واحد 

دستورزی ژنتيکي قارچ خوراکي صدفي جدایه ایراني 

(Iran1649c )ذکر است که به ملاز .مورد استفاده قرار گرفت

ساخت این سازه توسط همين تيم تحقيقاتي به شرح زیر انجام 

عنوان  ن ژن ترکيبي در قارچ صدفي بهجهت بيان ای. گرفته است

سازی توالي کد کننده پروتئين پروانسولين  ميزبان یوکاریوتي، بهينه

بر اساس ترجيح کدوني ميزبان مزبور با استفاده از  CTBانساني و 

انجام   Katzuso DNA Researchبانک اطلاعاتي موسسه تحقيقات

ابودن عناصر دار( 1شکل )های سازه ژني  از دیگر ویژگي. گرفت

فسفات  -3برنده ژن گليسر آلدهيد  ژني نظير ناحيه پيش

 UTR-´5جدا شده از قارچ صدفي، ناحيه ( gpd)دهيدروژناز 

، (GPGP)، لولا بين دو جزء پروتئين ترکيبي gpdبرنده  پيش

 باشد مي KDELهای برشي آنزیم فورین و پپتيد راهنمای  جایگاه

(Fabriki et al. 2013.) ازه ژني به بافت ژیل قارچ صدفي انتقال س

با زمينه ژنتيکي  PcambCTB-Pinsبا استفاده از ناقل بياني 

pCAMBIA1304 فاشينس سویه  و اگروباکتریوم تومهGV3101 

های قارچي  منظور انجام تراریزش، تلقيح ریزنمونهبه. انجام گرفت

در شرایط استریل با اگروباکتری نوترکيب با استفاده از ایجاد 

کشتي قارچ و باکتری در  سپس هم. رایط خلاء انجام گرفتش

درجه سلسيوس و تاریکي به مدت سه روز  25شرایط دمایي 

ها به  کشتي قارچ و باکتری، ریزنمونه پس از هم. انجام گرفت

mg l)بيوتيک هيگرومایسين  محيط گزینشگر حاوی آنتي
-1 21 )

ط گزینشگر به های رشد کرده در محي ميسليوم. انتقال داده شدند

محيط گزینشي جدید منتقل شدند و فرایند زیرکشت کردن سه 

تراریختي و انتقال ژن بر . ای انجام شد های دو هفته مرتبه با فاصله

  .انجام گرفت  .Fabriki et al(2013)روش اساس 

های  بيوتيک برای بررسي های رشد کرده در حضور آنتي از قارچ

های رشد  از قارچ RNAو  DNA استخراج. مولکولي استفاده شد

چنين نمونه شاهد با استفاده از بيوتيک و هم در حضور آنتي یافته

DNeasy plant mini kit  وRNeasy plant mini kit (Qiagen, 

Germany )ها با استفاده از  در مرحله اول نمونه. انجام گرفت

PCR های مختلف  و آغازگرهای اختصاصي طراحي شده از بخش

ژني و همچنين ژن مقاومت به هيگرومایسين بررسي شدند سازه 

و پس از تایيد اوليه درج ژن هدف در ژنوم قارچ، ( 1جدول )

منظور بررسي و تعيين تعداد نسخه ژن ترکيبي پروانسولين  به

برای این  .گذاری سادرن انجام شد ، آزمون لکهCTBانساني و 

ژنومي  DNA هضم کامل آنزیميبرای  HindIIIمنظور از آنزیم 

علت انتخاب این آنزیم . های تراریخت و شاهد استفاده شد قارچ

دارای گذاری سادرن اینست که آنزیم مورد استفاده نباید برای لکه

جایگاه تشخيصي در داخل ژن باشد در غير اینصورت ممکن 

دست  نتایج درستي از تعداد نسخه ژن بهاست ژن برش خورده و 

وسيله شناساگر طراحي شده از گذاری بهو سپس آزمون لکه نياید

 DIG DNA Labeling andناحيه ژن پروانسولين با استفاده از 

Detection Kit (Roche) و بر طبق روشSambrook and 

Russelle (2001 )برداری و در ادامه برای تایيد نسخه .انجام شد

با  RT-PCRآزمون  RNA سطح پروانسولين در بيان ژن

 . شدحيه ژن ترکيبي انجام آغازگرهای نا
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  يصدف قارچ به يانسان نيپروانسول ژن انتقال جهت( CTB-نيپروانسول يبيترک ژن ،gpd شبرندهيپ) يژن سازهحاوی   PcambCTB-Pinsيانيب ناقل -1 شکل

 
 -و پروانسولين( INS)، پروانسولين انساني (CTB)سم وبا  Bحد ، زیر وا(HPH)توالي نوکلئوتيدی آغازگرهای استفاده شده برای تکثير قطعات هيگرومایسين  -1جدول 

CTB های صدفي تراریخت در قارچ 

 (5ʹ→3ʹ)توالي  نام آغازگر

P1 (HPH R)  ATGAAAAAGCCTGAACTCACC 

P2 (HPH F)  CTATTTCTTTGCCCTCGGACG 

P3 (gpd F)  CGTTCGTGACTCGCAATATCAGTGC 

P4 (CTB F)  ACCCCTCAAAAACATCACCG 
P5 (CTB R)  GTTAGCCATCGAGATAGCAG 

P6 (INS R)  TTAGAGCTCGTCCTTGTTGCAGTAG 

P7 (INS F)  TTCGTCAACCAACACCTCTGC 

 

های تراریخت و  از ميسليوم قارچ RNAبدین منظور تخليص 

انجام RNeasy plant mini kit (Qiagen )شاهد با استفاده از کيت 

 Fermentasت شرکت با استفاده از کي cDNAپس از ساخت . شد

 cDNAپس از ساخت . و مطابق با دستورالعمل کيت انجام گرفت

با استفاده  RT-PCRواکنش DNaseI (Fermentas )و تيمار آن با 

کننده ژن ترکيبي  تکثير) P6و  P4از آغازگرهای اختصاصي 

 . انجام گرفت( bp 912با اندازه  CTBپروانسولين و 

گذاری  ای و لکه گذاری نقطه لکه های الایزا، در نهایت آزمون 

های  وسترن جهت بررسي بيان ژن در سطح پروتئين در قارچ

 Sambrook and Russelleتراریخت با استفاده از دستورالعمل 

 های بادی ها از آنتي برای انجام این آزمون. انجام گرفت( 2001)

 ,Rabbit polyclonal antibody insulin Biotechnology ) اوليه

Inc. (Santa Cruz))   و ثانویه(Goat anti Rabbit IgGHRP 

conjugate (Sc-2030))  دشاستفاده. 

 

های قارچي روی محيط گزینشگر تاحدوی بيانگر  رشد ميسليوم

ها بود، ولي در همين محيط در حضور  تراریخت بودن آن

های غيرتراریخت  بيوتيک هيگرومایسين امکان فرار ميسليوم آنتي

بنابراین برای بررسي بيشتر، وجود سازه ژني . ز وجود داشتني

(gpd+CTB-INS )های رشد کرده، بوسيله  در ميسليومPCR  با

قطعه . تحت آزمون قرار گرفتند( P6و  P3)آغازگرهای اختصاصي 

های  در نمونه T-DNAبازی دال بر انتقال جفت 1941تکثيری 

ی غيرتراریخت و نمونه ها که در قارچ تراریخت مشاهده شد، درحالي

با استفاده از همان آغازگرها هيچ باندی مشاهده ( تيپ وحشي)شاهد 

های  دست آمده از واکنش با توجه به نتایج به. (2شکل ) نشد

های تراریخت انتخاب  توان گفت ژنوم قارچ ای پليمراز، مي زنجيره

حاوی ژن پروانسولين  T-DNAشده حاوی حداقل یک کپي از 

 . بودند

با آغازگرهای اختصاصي که در بخش بالا به آن اشاره  PCRتایج ن

شد بيانگر وجود حداقل یک کپي از ژن ترکيبي پروانسولين 

های تراریخت بود که برای این منظور  در قارچ CTBانساني و 

سازی سادرن مورد  های تراریخت توسط آزمون دورگه نمونه

سولين در ژنوم قارچ بررسي قرار گرفتند و نتایج آن درج ژن پروان

د در شو استنباط مي 3طور که از شکل همان. صدفي را تائيد کرد

نمونه غير تراریخت مطابق انتظار سيگنالي دیده نشد و در 

دو نسخه ژن  3  یک نسخه و در نمونه 1و  9، 5، 4های  نمونه

های تراریخت با  در برخي از قارچ. پروانسولين درج شده بود

سازی  ، هيچ سيگنالي در دورگهPCRژن با وجود تائيد حضور 

. دلایل مختلفي باشد  سادرن مشاهده نشد و این ممکن است به

  نتایج
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WT   1      2       3      4       5     6       7     8 

است که ژن پروانسولين از ژنوم قارچ   یک دليل احتمالي این

دليل . تراریخت پس از چندین دور واکشت حذف شده باشد

 یاز ژل به غشا DNAتواند ناشي از انتقال ناقص  دیگر مي

 .گذاری سادرن باشد لزی در فرایند آزمون لکهسلوونيتر

 RNA سطح پروانسولين در برداری و بيان ژنمنظور تایيد نسخه به

با  RT-PCRواکنش  .(4شکل ) انجام گرفت RT-PCRآزمون 

تکثير کننده ژن ترکيبي )استفاده از آغازگرهای اختصاصي 

انجام گرفت و برای ( bp 912با اندازه  CTBپروانسولين و 

 DNAاستخراج شده با  RNAهای  طمينان از عدم آلودگي نمونها

 RNAعنوان کنترل منفي با استفاده از  ژنومي، یک واکنش نيز به

در نظر  DNaseIاستخراج شده از قارچ تراریخت و تيمار شده با 

؛ لازم به ذکر است که عدم تکثير در این (منفي RT) گرفته شد

. ژنومي بود DNAبه  RNAهای  نمونه نمایانگر عدم آلودگي نمونه

های تراریخت با این آزمون نشان داد ژن ترکيبي  بررسي قارچ

دهد و  فرایند رونویسي را به درستي انجام مي CTBپروانسولين و 

با . توان انتظار داشت که پروتئين مورد نظر توليد خواهد شد مي

این وجود جهت اطمينان از بيان صحيح پروتئين موردنظر باید 

. های تراریخت در سطح پروتئين نيز مورد آزمون قرار بگيرند ارچق

قارچ صدفي بررسي شده در  31لازم به ذکر است که از ميان 

 PCRکه نتایج  رغم اینهای تراریخت علي مورد برخي از قارچ

-RT  ها بود ولي در آزمون دهنده تراریخت بودن آنمثبت و نشان

PCR  توان  عنوان یک دليل احتمالي مي به. مشاهده نشدنتایج مثبتي

ممکن است ژن مورد بررسي در ناحيه مناسبي از  بيان نمود که

 .ژنوم درج نشده و یا از لحاظ رونویسي فعاليت اندکي دارد

 

 

 

 

 
: 2الگو DNAکنترل منفي بدون : bp (Fermentas) ،1 100نشانگر اندازه : M. های صدفي تراریخت در قارچ gpd+CTB-INSتایيد حضور سازه ژني حاوی  -2شکل 

جایگاه اتصال آغازگرها و طول قطعه مورد (. عنوان الگو به pCAMBCTB-INSناقل )کنترل مثبت : 9های تراریخت و  قارچ: 5الي  3، (تيپ وحشي)قارچ غيرتراریخت 

 .استانتظار در شکل شماتيک سمت چپ نشان داده شده

 

 

 

 

 
 .قارچ غير تراریخت: WTحاوی ژن پروانسولين، ( مثبت PCR)های صدفي تراریخت  قارچ: 1الي  1. های تراریخت سادرن قارچگذاری  سازی لکه گوی دورگال -3شکل 

 

 

 

 

 
 bp 100نشانگر اندازه : M. های تراریخت در قارچ CTBمنظور تایيد بيان ژن ترکيبي پروانسولين انساني و  به RT-PCRالکتروفورز محصول واکنش  -4شکل 

(Fermentas) ،1 : کنترل منفي باRNA  واکنش : 2عنوان الگو،  به( تيپ وحشي)استخراج شده از گياه شاهدRT  ،های با  قارچ: 9الي  3منفيcDNA  قطعه ترکيبي حاوی

 .است ک سمت چپ نشان داده شدهو طول قطعه مورد انتظار در شکل شماتي( P6و  P4)جایگاه اتصال آغازگرها . bp912 اندازه  به CTBو  يانسان نيپروانسولهای  ژن
 

 

 

 

 

 

 

 

 

M       1    2          3        4    5  6
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ها با استفاده از آزمون هایي که رونویسي آن در همين راستا نمونه

RT-PCR های مولکولي  تایيد شد انتخاب شدند و توسط آزمون

 PCR  بر اساس نتایج آزمون. دیگر مورد بررسي قرار گرفتند

رونویسي ها در سطح  و پس از تایيد آن گزینشهای مثبت  نمونه

ده نمونه قارچ تراریخت انتخاب و پس از استخراج پروتئين از 

ها، با استفاده از روش الایزا واکنش پروتئين استخراج شده از آن

بادی پروانسولين مورد بررسي  های تراریخت نسبت به آنتي قارچ

داری در سطوح  نتایج نشان داد که تفاوت معني. قرار گرفت

های تراریخت نسبت به  ده از برخي قارچهای استخراج ش پروتئين

که نمونه طوری هوجود دارد ب( غيرتراریخت)های شاهد  قارچ

پروانسولين از پروتئين محلول کل  درصد 14/1با  1شماره 

بر اساس این (. 5شکل )ترین تفاوت را با شاهد نشان داد  بيش

هایي که تفاوت بيشتری را نسبت به شاهد داشتند  آزمون نمونه

های  انتخاب شدند و توسط آزمون )2و  9، 5، 2، 1های  مونهن)

 .بعدی مورد بررسي قرار گرفتند

های  در ادامه جهت بررسي توليد پروتئين پروانسولين در قارچ

هایي که با شاهد اختلاف  تراریخت بر اساس نتایج الایزا نمونه

ای و  گذاری نقطه های لکه بيشتری داشتند انتخاب شدند و آزمون

در روش . وسترن انجام گرفت گذاری ایمونوبلاتينگ یا لکه

ها هایي که نتيجه الایزای آن ای، پروتئين کل نمونه گذاری نقطه لکه

ای روی غشاء نيتروسلولزی قرار داده  صورت نقطه مثبت بود به

. گيرد ها صورت نمي شدند، لذا در این روش جداسازی پروتئين

ادی اختصاصي پروتئين ب ها در معرض آنتي سپس پروتئين

بادی ثانویه، توليد  کاربردن آنتي پروانسولين قرار گرفتند و با به 

(. 9شکل ) شدهای تراریخت اثبات  پروتئين پروانسولين در قارچ

های استخراج  وسترن با استفاده از پروتيئن گذاری آزمایش لکه

های قارچ صدفي تراریخت و شاهد با استفاده از  شده از نمونه

طبق نتایج این . بادی اختصاصي پروانسولين انجام گرفت تيآن

با )های تراریخت  ، توليد این پروتئين در قارچ(2شکل )آزمون 

که هيچ باندی در نمونه  د درحاليشتایيد ( kDa 23اندازه 

ها حاکي از  بنابراین نتایج این آزمون .غيرتراریخت مشاهده نشد

نتایج . بود های تراریخت ارچپروتئين پروانسولين در قتوليد موفق 

های مختلف نشان داد که ژن پروانسولين انساني علاوه بر  آزمون

است بلکه رونویسي و اینکه در ژنوم قارچ صدفي درج شده

هرچند در برخي موارد با . شود ترجمه آن به درستي انجام مي

ها تایيد نشد و این ممکن ، رونویسي آنPCRوجود مثبت بودن 

ل قرار نگرفتن ژن در مناطق فعال از نظر رونویسي دلياست به

های بعدی بيان موفق پروانسولين  هایي در آزمون چنين نمونه. باشد

 .ددنانساني را نشان دا

 

 
 های قارچهای استخراج شده از  نيبرای پروتئالایزا  جینمودار نتا -5شکل 

 (WT تخیرتراريغ قارچ)با شاهد  سهیدر مقا( 5الي  1)یخت ترارصدفي 

 

 

های صدفي تراریخت با استفاده از  تایيد توليد پروانسولين در قارچ -9شکل 

+Cهای تراریخت،  نمونه پروتئيني قارچ: 5الي  1. ای گذاری نقطه آزمون لکه
  :

  نمونه پروتئيني قارچ: ng µl-1 5/3( ،WT)نمونه پروتئيني انسولين تجاری 

 . غيرتراریخت

 

 

تينگ برای تایيد توليد پروتئين پروانسولين انساني در آزمون ایمونوبلا -2شکل 

 ,Cinnagen)نشانگر اندازه پروتئيني : M. های صدفي تراریخت قارچ

PR901641) ،1  های تراریخت قارچ: 9الي. 
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های نوترکيب انساني جهت  در حال حاضر تقاضا برای پروتئين

بسيار بالاست و یکي از این  ها درمان و تشخيص بيماری

جمعيت جهان از  درصد 1/1حدود . باشد ها دیابت مي بيماری

است بيني شده برند و پيش نوعي دیابت مرتبط با انسولين رنج مي

. ميليون نفر باشد 311تعداد این بيماران تقریبا  2125که در سال 

 های ارزان، ميزان تقاضای بالای این هورمون، لزوم توسعه روش

مقرون به صرفه و با ظرفيت توليد بالا را در آینده ضروری 

های درماني موجود برای  روش(. Kjeldsen et al. 2001)نماید  مي

دليل تزریقي بودن آن  بر بوده و در حالت معمول به دیابت هزینه

باشد، از سوی دیگر مشکلات  برای بيماران بسيار دردناک مي

ترین راه استفاده از انسولين ولزیادی در تزریق انسولين که معم

تحویل خوراکي انسولين . باشد وجود دارد در بيماران دیابتي مي

 های کاری مناسب باشد که در این خصوص قارچتواند راه مي

 داروهای توليد مناسب برای ای گزینه عنوانتوانند بهمي خوراکي

 استحصال و استخراج صورت این در .باشند مطرح خوراکي

 خود نوبه به امر این و شد خواهد حذف توليد فرایند از ينپروتئ

 برای تنها نه مسئله این. شود مي توليدی های هزینه کاهش سبب

 برای را مسيری بلکه است مطلوب بسيار داروسازی های شرکت

 یافته توسعه کمتر کشورهای در هزینه کم منابع از دارو تامين

در راستای  .(Kim et al. 2010; Choi et al. 2011) کند ایجاد مي

این هدف ارزشمند و با نظر به اینکه تاکنون هيچ دستاوردی مبني 

های خوراکي گزارش  بر توليد پروانسولين انساني در قارچ

های  است؛ در تحقيق حاضر پتانسيل سيستم توليدی قارچ نشده

های توليد جهت بيان و توليد  عنوان یکي از سيستم خوراکي به

 .انساني مورد بررسي قرار گرفت پروانسولين

طور گسترده از  های خوراکي به امروزه برای تراریزش قارچ

شود؛ اگرچه از  های مبتني بر اگروباکتریوم استفاده مي روش

ای و پلي اتيلن گليکول و یا  هایي نظير بمباران ذره روش

است، وليکن کارایي پائين انتقال، ها نيز استفاده شده پروتوپلاست

در  DNAاری کنترل تعداد کپي منتقل شده، عدم درج صحيح دشو

از  DNAژنوم قارچ، نياز به تهيه پروتوپلاست و محدودیت اندازه 

 .Van den Eede et al)باشند  مي  ها جمله معایب این روش

از آنجا که فاکتورهای مختلف تاثير گذار بر تراریزش (. 2004

ين بررسي و قارچ صدفي در آزمایشات پيشين توسط مولف

، بنابراین تراریزش (Fabriki et al. 2013)مشخص شده بودند 

فاشينس حاوی ناقل  بافت ژیل قارچ صدفي با اگروباکتریوم تومه

با موفقيت انجام شد و با استفاده از  PcambCTB-Pinsنوترکيب 

سازی سادرن درج ژن  و نيز الگوی دورگه PCRآزمون 

 .دشائيد پروانسولين در ژنوم قارچ صدفي ت

در سطح  CTBبررسي بيان ژن ترکيبي پروانسولين انساني و 

RNA های تراریخت با استفاده از آزمون  در قارچRT-PCR 

در  CTBهای پروانسولين و  بررسي شد و رونویسي از ژن

در توافق با نتایج تحقيقات متعددی . های تراریخت تایيد شد قارچ

برای بيان خارجي  gpdبرنده  که به طور موفقيت آميز از پيش

 Chen et al. 2000; Burns et al. 2005; Kuo)استفاده شده است 

et al. 2008)رونویسي موفق از ژن پروانسولين ،-CTB  تحقيق

برای توليد  gpd برنده حاضر حاکي از انتخاب مناسب پيش

در این تحقيق با . باشد مي P. ostreatusهای نوترکيب در  پروتئين

ای و وسترن ميزان  گذاری نقطه های الایزا، لکه زموناستفاده از آ

تقریبا ( P. ostreatus)توليد پروانسولين انساني در قارچ صدفي 

های فوق، تفاوت  تعيين شد و نتایج حاصل از آزمون درصد 14/1

 . های تراریخت را نشان داد بيان در قارچ

بيان ممکن است . تواند دلایل متعددی داشته باشد این مسئله مي

های  در قارچ CTBپروتئين ترکيبي پروانسولين انساني و 

های مذکور قابل  تراریخت بسيار پایين باشد به نحوی که با روش

که فقدان بيان ژن ناشي از نوترکيبي در  شناسایي نباشند و یا این

باشد که منجر به ساختار ژن ترکيبي پروانسولين  T-DNAناحيه 

پروتئين خارجي به   زان بيان یکمي. شده باشد CTBانساني و 

محل درج ژن در ژنوم بستگي دارد و این امر ممکن است سبب 

عواملي . های مورد بررسي شده باشد ایجاد تفاوت بيان در نمونه

توانند بيان ژن را تحت تاثير نظير اثرات مکاني و خاموشي ژن مي

 تواند نزدیک یا دور از عناصر مي T-DNAهمچنين . دهند قرار 

. روکروماتيني الحاق شودفعال کننده رونویسي یا درون مناطق هت

تواند مانع از  انتقالي است که مي DNAعامل دیگر متيله شدن 

توليد (. Meyer 2000; Kim and Gelvin 2007)رونویسي شود 

زميني  انسولين انساني در سيستم گياهي برای اولين بار در سيب

است که انسولين انساني در  گزارش شده و نتایج آن نشان داده

  بحث
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بيان ( TSP)پروتئين محلول کل  درصد 15/1زميني تا  سيب

در تحقيقي دیگر امکان بيان (. Arakawa et al. 1998)شود  مي

انسولين که به  Bوبا و زنجيره  Bپروتئين ترکيبي زیر واحد 

صورت سه توالي تکراری متوالي طراحي شده بودند، در توتون 

پروتئين کل برگ بيان  درصد 11/1که به ميزان بررسي شده است 

در تحقيق مشابه دیگری بيان پروانسولين (. Li et al. 2006)د ش

زميني و کلروپلاست گياه  های سيب در غده Aترکيبي با پروتئين 

پروتئين محلول کل  درصد 2/1و  122/1ترتيب به ميزان  توتون به

 .Kashani et al. 2012; Yarbakht et al)است  گزارش شده

با توجه به نتایج تحقيق حاضر، در مقایسه با نتایج (. 2014

ای ژن پروانسولين به  مطالعات انجام شده در زمينه انتقال هسته

زميني، ميزان توليد پروتئين ترکيبي پروانسولين در قارچ  گياه سيب

 درصد 14/1زميني با ميزان  صدفي مشابه با ميزان بيان در سيب

 . بود( TSP)ول کل پروتئين محل

آميز بسياری در زمينه های موفقيت در طي دو دهه اخير تلاش

 Molecular)انتقال ژن به گياهان مختلف و کشاورزی مولکولي 

farming )است، ولي در زمينه دستورزی در ایران انجام شده

های نوترکيب در این  ویژه توليد پروتئين های خوراکي به قارچ

ا ارزش، تحقيق حاضر اولين گزارش دسته از موجودات ب

با وجود تلاش زیادی که در زمينه بهتر انجام . شود محسوب مي

های اوليه در این  شدن این پژوهش صورت گرفت، ولي هنوز گام

تر برای آشکار شدن زمينه برداشته شده و نياز به تحقيقات بيش
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