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در اين بين، اثر . هايي مانند ايدز نقش دارند، اهميت زيادي داردتوليد تركيباتي دارويي كه در درمان بيماري

هاي پيكومول تاييد شده به سلول در غلظت HIVنعت از ورود به عنوان يك لكتين در مما) GRFT(گريفيتسين 
براي بررسي توليد و انباشت مناسب گريفيتسين در  بافت گياهي سه گياه يونجه، سويا و كاهو به عنوان . است

زيرواحد   و KDEL ،Extensinهمچنين اثر سه پپتيد راهنماي . هاي گياهي جهت بيان موقت انتخاب شدند ميزبان
SP يد راهنماي پپتZERA  در انباشتGRFT  به ترتيب در شبكه آندوپلاسمي، فضاي آپوپلاستي و فضاي نزديك به

نشان داد  qRT-PCRساعت بعد از آگرواينفيلتراسيون، نتايج  72. هاي گياهي مورد بررسي قرار گرفت ديواره سلول
بادي  نتايج آزمون اليزا با استفاده از آنتي. را داشت GRFTكه كاهو بيشترين و يونجه كمترين ميزان رونوشت از ژن 

گذاري پروتئين به فضاي آپوپلاستي، گياه سويا بيشترين تجمع پروتئين را  نشان داد كه با هدف GRFTكلونال  پلي
. ، انباشت پروتئين نوتركيب كمتري را نشان دادGRFTدر حالي كه كاهو عليرغم رونويسي بالا از ژن . داشته است
هاي نوتركيب داد كه گياه سويا و هدايت پروتئين به آپوپلاست راهكار مناسبي جهت توليد پروتئيننتايج نشان 

GRFT مي باشد.  
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   مقدمه
ها و بادي، آنتيكاركرديهاي  پروتئينهاي دارويي، ينئتوليد پروت

ناميده زراعت مولكولي  ،صنعتي در گياهان هاي پروتئينساير 
هاي نوتركيب هزينه توليد پروتئين. )Fischer et al. 2004(شود  مي

هاي  سيستمهزينه توليد در  درصد 10تا  2 در گياهان تراريخته
هاي برخي پروتئين ).Giddings et al. 2010(باشد ميتريايي باك

شامل پپتيدهاي فعال زيستي  نوتركيب توليد شده در گياهان
)Scillberg et al. 2002(، هاژنآنتي )Rice et al. 2005(، آنتي -

 Tiwan et(هاي دارويي ، پروتئين)Scillberg et al. 2002(ها بادي

al. 2009 ( ها آنزيمو)Fischer et al. 2004 (دنباشمي.  
 و تفنگ ژنيآگروباكتريوم تومفاسينس به كمك باكتري  انتقال ژن

بر اساس  .اشندب هاي مرسوم توليد گياهان تراريخت مي روش
در بيان . الگوي بيان ژن، دو روش بيان ثابت و موقت وجود دارد

ثابت بايد شرايط كشت بافت و باززايي گونه گياهي بهينه شده 
يابي به گياهان تراريخت با بيان ثابت زمانبر  اشد بطوري كه دستب

يان موقت ژن بستري مناسب براي ب). Obeme et al. 2011(است 
نوتركيب در گياهان است زيرا پروتئين در زمان هاي پروتئينتوليد 

در اين روش مقادير مناسبي از . يابي است كوتاهي قابل دست
آيد كه حصول اين بدست ميهدف در طي چند روز  پروتئين
پذير هاي انتقال دائم امكاندر چنين زماني با روش پروتئينحجم 
سيستم بيان موقت وابسته به ادغام كروموزومي  همچنين. نيست

الحاق ژن قرار  ١مكان تاثيرتحت  وهاي خارجي نيست ژن
از دو روش ). Wang and Ma 2011( گيرد نمي

براي بيان هاي گياهي با ويروسو آلودگي  ٢آگرواينفيلتراسيون
ويروسي  هاي اگرچه ناقل. شود هاي خارجي استفاده مي موقت ژن

 پروتئيندليل آلودگي سيستميك امكان توليد بالاي مقادير ه ب
هاي با اندازه  در بيان ژناما محدوديت . كندايجاد مينوتركيب را 

كاربرد آن شده  كاهشهاي زيست محيطي سبب و نگراني بزرگ
بيان موقت با استفاده از امروزه از ). Fischer et al. 2004( ستا

 يع داروهاي زيستي استفاده مي شودتوليد سر آگروباكتريوم در
)Wang and Ma  2011.( هايي هستند كه  پپتيدهاي راهنما توالي

پروتئين قرار دارند تا پروتئين را به  مينيآكربوكسيل يا در انتهاي 

                                                            
1 Position effect 
2 Agroinfilteration 

 .Fischer et al(هدايت كنند هاي مختلف سلول  بخش

2004.(KDEL )Wandeltt et al. 1992( پپتيد راهنماي ژن  ،
Extensin هويج )Richardson et al. 2001(  و پپتيد راهنماي ژن
از جمله  )Torrent et al. 2009( (ZERA)ذرت  گاما زئين

پپتيدهاي راهنما در گياهان هستند كه  به ترتيب پروتئين را در 
هاي مستقل  وپلاسمي، فضاي آپوپلاستي و اندامكشبكه آند
 Wandeltt et al. 1992; Obeme(كنند  گذاري مي هدف 3پروتئيني

et al. 2011(  
ها رتروويروسي خانواده وجز )HIV( ويروس افت ايمني انسان

 -CD4 T به خصوصاست كه سلولهاي سيستم ايمني، 

lymphocytes  ها سلول نجر به تخريب اينو م كرده آلودهرا
هاي هدف از  به سلول HIVورود  .)Rsti et al. 2006( شود مي

سطح پوششي ويروس  gp41و  gp120 ايه طريق گليكوپروتئين
ها به يك پروتئين گيرنده  اين گليكوپروتئين. گيرد صورت مي

و يا   CXCR4عمدتاَ (و يك گيرنده همكار  CD4سلولي به نام 
CCR5 (شوند متصل مي )Balzarini et al. 2006( .هم gp120 و 

به طور مسلم هر  و به ميزان زيادي گليكوزيله هستند gp41 هم 
برهمكنش داشته باشد  HIVهاي سطح  عاملي كه بتواند با گليكان

هاي  و گيرنده) gp41يا (gp120 تواند ارتباط بين  مي به طور موثر
به داخل  HIVاز ورود ر سطح سلول دچار اختلال كند و آن را د

 .Boyd et al. 2004; Balzarini et al( لول جلوگيري كندس

 60ويروسي با كارايي  برآورد شده كه يك عامل ضد .)2006
ها مورد جديد انتقال ايدز در سرتاسر  تواند از ميليون درصد مي

قابليت كنترل آلودگي ). Boyd et al. 2004(دنيا جلوگيري نمايد 
HIV سبب  ها كربوهيدرات بهشونده هاي متصل  توسط پروتئين

پيشگيري از  درها به عنوان داروهاي موثر شده كه اين پروتئين
). Balzarini et al. 2006(آلودگي به ايدز پيشنهاد شوند 

 مختلف شرايطدر بايد  ،HIVدرمان  مورد استفاده در هاي پروتئين
. پايدار باشند هاي پايين مهبليpHبه عنوان مثال  بدن فيزيولوژي
با توجه به شيوع ايدز در كشورهاي بسيار فقير آفريقايي، همچنين 

ها  آنبه سهولت و با هزينه پايين  هاي ارزان قيمت بتوان با سيستم
  ).Boyd et al. 2004( را توليد كرد

                                                            
3 Protein body 
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 هستند هاي متصل شونده به كربوهيدراتپروتئيناز انواع ها لكتين
 .Shron et al( وجود دارنداز موجودات زنده  و در تعداد زيادي

ها صورت گرفته  امروزه تحقيقات زيادي بروي لكتين ).2006
ها به صورت غيركووالانسي بر ها با كربوهيدراتلكتين. است

داده و اغلب اين پيوندها به صورت دو طرفه و كاملا  همكنش
هاي  عصاره تحقيقات ).Sharon et al. 2006( هستنداختصاصي 

آوري شده از  جمع) .Griffithsia sp(حاصل از جلبك دريايي 
. باشد هاي ساحلي نيوزلند داراي فعاليت ضدويروسي مي آب

آوري  جمع  ين در حد پيكومول از اين عصارهمقادير كمي پروتئ
ناميده شد كه در مطالعات باليني انسان  GRFTو گريفيتسين  شده

. شد HIVغيرفعال شدن ويروس  سبببه طرز غير قابل برگشت 
هاي اوليگوساكاريدي  بخش HIVبروي  GRFTي اهداف مولكول

با اتصال . استويروس سطح هاي  غني از مانوز در گليكوپروتئين
GRFT به داخل سلول ممانعت، اتصال، امتزاج و ورود ويروس 

هاي مشابه به  ساكاريدي ساير ويروس اجزاي پلي GRFT. شود مي
HIV  همچونFIV، SIV  وHTLV هاي عامل  و نيز ويروس

 .Boyd et al(دهد  هدف قرار مينيز ، ابولا و وبا را سرخك

2004.(  
 GRFT ، در اولين گام GRFTي يبا توجه به جايگاه با ارزش دارو

 در باكتري به عنوان يك ميزبان مدل پروكاريوتي بيان شد سپس
در گياه يونجه، كاهو و سويا با روش  GRFTبيان موقت ژن 

ر سه نوع پپتيد راهنما در رواينفيلتراسيون صورت گرفت و اثآگ
  .انباشت نهايي پروتئين بررسي شد

  
   هامواد و روش

 هاسازي ژن و طراحي سازه بهينه

 :Gene ID(گريفيتسين  هاي برشي موجود در توالي ژنجايگاه

CS255217.1 (افزار  با نرمBIOlabs-NEB Cutter حذف شد .
مينه هاي توالي بدون تغيير در اسيدهاي آ سپس برخي قسمت

 pET28ناقل بياني  E.coliبراي سيستم  در نهايت .دستورزي شدند

-a  براي بيان موقت و ) الف -1شكل(حامل توالي بهينه شده ژن
 ،)ب -1شكل( pBI-KDGRهاي  سازهروباكتريوم گاز طريق آ

pBI-ZRSPGR )ج -1شكل ( وpBI-ETGR )نيز ) د -1شكل
 .شدند و ساخته طراحي

يك  :بادي و توليد پلي كلونال آنتي E .coliي بيان پروتئين در باكتر
سي  سي 500در  آر سي پي-تاييد شده با كلوني BL21كلوني 

كانامايسين رشد داده شد  µg/ml 50مايع حاوي  LBمحيط كشت 
بعد از رسيدن تراكم سلولي در ) 280و دور شيكر  C37° دماي (

و نجام ا IPTGالقاي بيان تراژن با ، 5/0نانومتر به حدود  600
 Ni-NTAپس از عبور از ستون استخراج شده  GRFT پروتئين

agarose   بر روي ژل شركت كياژنSDS-PAGE  شد برده
 روش بر اساس پروتئين نيزبيان  كمي بررسي )2شكل(
)Pourseyedi et al. 2009 ( به ژن ميكروگرم آنتي 10انجام شد و 

سرم و بعد از خونگيري  تزريق شد روز 21به فواصل  موش
 ).Sadraeian et al. 2011(بادي به دست آمد  حاوي آنتي

از هركدام از  :تهيه مايه تلقيح و انجام آگرواينفيلتراسيون
 50نوتركيب،   واجد ناقل LBA4404هاي آگروباكتري سويه  كلوني
 µg/ml 50مايع حاوي  LBليتر كشت شبانه در محيط كشت  ميلي

و دور شيكر  C 28°دماي ( ريفامپيسين و  µg/ml 50كانامايسين، 
 gدر 6/0تا  5/0به حدود  ODتهيه شد و بعد از رسيدن ) 280

 MSمحيط (رسوب داده شد و در محيط آگرواينفيلتراسيون  5000
به  ) 20مويان توئين  ppm100به همراه  ساكاروز درصد 3 2/1

دقيقه رشد داده شد تا باكتري به محيط جديد عادت  40مدت 
در داخل  تلقيح حاوي باكتريدر محيط  برگيهاي  نمونه. كند

شرايط تحت سوسپانسيون باكتريايي  .نددسيكاتور قرار داده شد
فضاي بين بافتي  وارد سه بار شكست ناگهانيبار و ميلي 250خلا 
قرار  MSها بروي كاغذ صافي آغشته به محيط  و سپس برگ شد

  .داده شدند
 Real time PCRو انجام  RNAاستخراج 

ساعت از آگرواينفيلتراسيون و اطمينان از بيان  72از گذشت بعد 
بر اساس دستورالعمل شركت  bioZOLTMكل با روش  RNAژن، 

استخراج شد و بعد از تيمار ) ، آمريكاBioWORLD(سازنده 
DNase رشته مكمل ،cDNA  با استفاده از يك آغازگر اوليگوdT 

هاي ويژه با آغازگر RT-PCR. ساخته شد) نوكلئوتيدي 25(
GRFT   ژن و  Houskeeping  1جدول(  گرفت  صورت .(
 نسبي  سطح  و آمد   دست به    REST  افزار نرم با  Ctمقادير 

 اشميتگن   و   ليواك   روش با     Ct∆∆-2  مقادير  در    GRFT  بيان
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pET-GR      )الف(

 
  
  
 
 

pBI-KDGR    )ب( 

 
 
  
  
  
 
 pBI-ZRSPGR) ج( 

 
  
 
  
 
 

pBI-ETGR )د(    

 
 
  
  
  

و  ZERA-SP؛ KDELهمـراه بـا سـيگنال پپتيـدهاي      GRFTحـاوي ژن   pBI121به ترتيب سـازه  ) ب، ج و د( pET 28 aسازه ) الف(هاي طراحي شده  سازه -1شكل
Extensin ندكن گذاري مي كه به ترتيب ژن را در شبكه آندوپلاسمي، فضاي نزديك به ديواره سلولي و فضاي آپوپلاست هدف. 

 
 )Livak and Schmittgen  2001 (به دست آمد. 

 ELISAو  SDS-PAGEاستخراج پروتئين، 

ع پودر شد و بعد از هاي اينفيلتره در ازت ماي گرم از برگ 1/0
 mM Tris–HCl 50(ميكروليتر بافر استخراج  800اضافه كردن 

(pH 8.0), 0.5 M NaCl, 2 mM EDTA and 1 mM 
dithiothreitol (DTT)( در  دقيقه  20 مدت  به   سانتريفيوژ  و  

g 1200  روشناور جدا و بر اساس روش برادفورد ،)Bradford  

 با   SDS-PAGE  .شد  گيري غلظت پروتئين كل اندازه) 1972
  آميزي با كوماسي بلو صورت كل و رنگ  پروتئين ميكروگرم  30

  ELISAبا GRFTو تعيين غلظت   انباشت  نهايت در .  گرفت
خالص شده از باكتري  GRFTصورت گرفت به اين ترتيب كه از 

نانوگرم به عنوان استاندارد جهت تعيين  20تا  صفرهاي  غلظت
با  ELISAبعد از پوشش دادن پليت . غلظت پروتئين استفاده شد

بادي ثانويه و سوبستراي  بادي اوليه، آنتي ژن و استفاده از آنتي آنتي
TMB جذب ،)OD(  تكرار قرائت شد، اعداد  3انومتر در ن 450در

هاي اصلي كسر شد و در نهايت، غظت نهايي  كنترل منفي از داده
 .پروتئين به صورت درصد از كل پروتئين محلول به دست آمد
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 Real time PCR آزمونتوالي آغازگرهاي مورد استفاده براي  -1جدول

  آغازگر پسرو آغازگر پيشرو  گياه ژن

 ´T* -  5´  TCTGGTGGTTCTCCTTTTTCTG3´  5´ ATCACCAGCACTACCATTAATTTG 3گريفيتسين

  ´T** -  5´ GGTGGTAACCTTTCTCCTACTTTCAC3´  5´ CCACCATAAGGACCGAATCTTC 3گريفيتسين

  ´TGATTGGAATGGAAGCTGCTG 3´  5´  5´ CAGTGATTTCCTTGCTCATCCG3  كاهو Hآكتين

  ’´GTCGAGTGGATTCCCAACAATG3´  5´GAAAGCCTTCCTCCTAAACATGG3´5  سويا Hبتا توبولين

MSC27H  5  يونجه´ GTTGAAGTAGACATTGGTGCTAACG3´  5´ AGCTGAGTCATCAACACCCTCAT3´  

  )جفت باز PCR 160محصول ( Real time PCRهاي  آغازگر مورد استفاده براي بررسي **).       جفت باز PCR 303محصول (هاي ژني  آغازگر مورد استفاده براي تاييد سازه *
T ژن گريفيتسين ژن خارجي بيان شده به صورت موفت در كاهو، سويا و يونجه       . H برداريِ ژن خارجي بيان شده ژن استاندارد داخلي براي مقايسه سطح رونوشت  
  
  

    نتايج و بحث
، pET 28 aدر ناقل بياني  GRFTسازي ژن  پس از همسانه

آغازگرهاي ويژه با استفاده از  PCRهاي به دست آمده با  كلوني
يابي  و سازه ژني به دست آمده توالي) الف -2شكل(ژني تاييد 

همولوژي را با توالي ژن درصد  99يابي ميزان نتايج توالي. شد
براي تعيين اينكه . نشان داد) GRFT )FJ594069.1سنتزي 

به صورت محلول توليد  باكتريپروتئين نوتركيب توليد شده در 
، استخراج پروتئين به دو سام مجتمعاجصورت به شود يا مي

نشان داد  SDS-PAGEنتايج . انجام شد واسرشتهروش طبيعي و 
-پروتئين به صورت محلول در باكتري باقي مي كه قسمت عمده

توان را مي ايي كه بر روي ژل تفاوت قابل ملاحظه ماند طوري
  .)ب -2شكل( مشاهده كرد

 150 ا تكثير قطعهب :بررسي بيان گريفيتسين در سطح رونوشت
هاي اينفيلتره  نمونه mRNA حاصل از cDNA جفت بازي از

- 3شكل( به اثبات رسيد GRFT برداري از تراژن ، رونوشتشده
ژن با استفاده از آغازگرهاي  Real Time PCR نتايج آزمون). الف

GRFT  داد كه  براي هر گياه نشان كنترلو آغازگرهاي ژن
در مقايسه با گياه غير  GRFTبيشترين رونويسي از روي ژن 

اينفيلتره شده در كاهو مشاهده شد در حالي كه يونجه كمترين 
  با ). ب -3شكل(  نشان داد  برداري رونوشت  بيان ژن را در سطح

هاي راهنما تاثيري  ها، پپتيدهاي الگوي رونوشت ژن توجه به داده
يك از طرف ديگر چون بيان بالاي . برداري نداشتند بر رونوشت

دهنده انباشت بيشتر پروتئين نيست، براي بررسي  ژن هميشه نشان
  .ميزان پروتئين نهايي، آزمون اليزا صورت گرفت

بادي پلي كلونال توليد شده درموش نشان  نتايج آزمون اليزا با آنتي
به  GRFTداد كه بيشترين مقدار بيان هنگامي به دست آمد كه ژن 

در رتبه . گذاري شد هدف )آپوپلاستي(سمت فضاي بين سلولي 
بيشترين مقدار بيان هنگامي حاصل شد كه پروتئين نوتركيب دوم 

اي نيز تفاوت قابل مشاهده. آندوپلاسمي تجمع يافت در شبكه
در درون فضاي سيتوپلاسمي رها شد،  GRFTهنگامي كه پروتئين 
در  GRFTگذاري پروتئين نوتركيب  هدف .قابل ملاحظه نبود

ي گياه سويا، بيشترين عملكرد پروتئين نوتركيب فضاي آپوپلاست
در كل گياه سويا بيشترين عملكرد پروتئين نوتركيب . را ارائه داد 

  .داشترا 
 سيستمهاي نوتركيب با پروتئينسازي جداسازي و خالصامروزه 

6 His-tag باشد يك روش معمول مي )Arnau et al. 2006 .(
Giomarelli et al. (2006) توانستند ده از همين سيستم،با استفا 

نوتركيب توليد  GRFT درصد كل پروتئين محلول باكتري،70
 6گيري طبيعي و استفاده از سيستم عصارهدر مطالعه حاضر، . كنند

His-tag   توليد  سطوح  پايينGRFT را در باكتري در پي داشت.   
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بعد از تاييد دو كلـوني مثبـت بـري مراحـل بعـد      . نشانگر مولكولي )M ؛آب )w ؛شاهد منفي )NT. اي پليمراز نجيرههاي ساخته شده با واكنش ز تاييد سازه) الف -2شكل
پروتئين كـل   )3و 2چاهك  ؛بدون ناقل به عنوان كنترل منفي BL21پروتئين كل استخراج شده از باكتري  )1چاهك  E.coliبررسي پروتئين بيان شده در ) ب ؛استفاده شد
) 1چاهـك . Ni-NTA agaroseسازي بـا سـتون   تاييد  پروتئين خالص) ج. پروتئين استخراج شده به روش غيرواسرشته )6و  5چاهك  ؛ده به روش واسرشتهاستخراج ش

 دهنـده  كيلودالتـوني نشـان   25بانـد  . پروتئين بعد از اضافه كردن بـافر شستشـو   )3چاهك  ؛)Elution(پروتئين پس از اضافه كردن بافر الوشن  )2چاهك  ؛نشانگر پروتئيني
  .پروتئين دايمر است

  
و توتون نسبت به كاهو  ان يونجهگياه VP2 در بيان موقت ژن

اند  داشتهنوتركيب  پروتئينپتانسيل بيشتري براي توليد 
)Pourseydi et al. 2009 ( تركيب نو پروتئين در بياناين با نتايج ما

GRFT گياه يونجه نتايج ما نشان داد كه در همچنين. مطابقت دارد 
پروتئين  گذاريهدفبا  تر در سطح رونوشت، عليرغم بيان پايين

پروتئين نوتركيب بيشتري به دست آمد  در جايگاه مناسب سلول،
بافت برگي كاهو . كه بيانگر دستگاه ترجمه قدرتمند يونجه است

ها ثبات خوبي در اين  ي است و پروتئينداراي محتوي آب بالاي
تركيبات  داشتنبدليل كاهو اما  شوند شرايط نداشته و تجزيه مي

مورد توجه  فرآيندهاي پايين دستكمتر  و هزينه كم آلكالوييدي
نيز از اهداف مناسب زراعت سويا ). Hefferon 2010( است

زو ج اين گياهبادي توليد شده در آنتيمولكولي است طوري كه 
 Fischer(هايي است كه وارد فاز باليني شده است پروتئينمعدود 

et al. 2004.(  
سبب افزايش تجمع هويج  Extensin ژن استفاده از پپتيد راهنماي

و بدين طريق نوعي  شددر فضاي بين سلولي  GRFT پروتئين
نوتركيب و پروتئازها به  پروتئينممانعت فيزيكي بين محل تجمع 

  گذاري  با هدف توانستند  .Richardson et al)  (2001.آوردوجود 

در  برابر فيتاز بيشتر 20 آنزيم فيتاز در فضاي بين سلولي،
نتايج ما نيز كارآيي مناسب اين پپتيد . بدست آورندآرابيدوپسيس 

  .  را نشان داد هاي نوتركيبپروتئينگذاري راهنما براي هدف
)1992( Wandeltt et al.   اثراولين بار KDEL  تجمع پروتئينبر 

پروتئين پايداري  و افزايشآندوپلاسمي بذور  در شبكه ويسيلين
- نمي KDELهاي تراريخت، تتراپپتيد در سلول. را گزارش كردند

 زيرا) Movafeghi  2006(تواند نقش خود را به طور كامل ايفا كند
بيش  آندوپلاسميهاي داراي توالي راهنما در شبكه  پروتئين تجمع

 هاي گيرندهتواند سبب اشباع  هاي طبيعي است، همين ميز سلولا
KDEL دارايبيان بيشتر پروتئين نوتركيب  با توجه به. شود 
KDEL  توان نتيجه نسبت به يونجه و كاهو ميدر گياه سويا

هاي سويا در سلول KDELهاي  تعداد گيرندهگرفت كه احتمالا
  . بيشتر بوده است

سازي توالي بر اساس ترجيح كدون گياهي  رسد بهينه به نظر مي
سازي توالي  امروزه بهينه. تاثير زيادي در ميزان بيان داشته است

هاي  ژني يكي از راهكارهاي افزايش رونويسي و ترجمه ژن
باشد كه در اين تحقيق در مورد گياه كاهو مشاهده  خارجي مي

  جر به تواند مننميژن الزاماً  mRNA هاي  رونوشت افزايش  . شد
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سطح نسبي بيان ) كاهو به عنوان ژن كنترل داخلي ب ACTINتكثير ژن : ، پايينRT-PCRدر كاهو با  GRFTتاييد بيان : بالا) الف GRFTبررسي بيان ژن  - 3شكل 
 .ZERAاز پپتيد راهنماي  SPحد و زيروا  KDEL  ،Extensinهاي حاوي پپتيد راهنماي هاي اينفيلتره شده با سازه در نمونه GRFTژن 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بين سه گياه مورد بررسي، سويا بيشترين انباشت پروتئين را داشت، بيشترين توليد ).  نوتركيب از پروتئين كل محلول GRFTدرصد (نتايج حاصل از آزمون اليزا  -4شكل
  .گذاري شد هدف Extensinستفاده از پپتيد راهنماي پروتئين نيز زماني صورت گرفت كه پروتئين در شبكه آندوپلاسمي با ا

 
 درصد 20- 40 حدود تنها زيرا. گردد پروتئينسطوح بالاي 

 .Nie et al( استتعيين قابل  mRNAبا غلظت  پروتئينفراواني 

. به سرعت ترجمه و تجزيه نيز بستگي دارد نهايي، غلظت). 2006
هاي بين سلولي ها و فضا ها به سمت اندامكپروتئينگذاري  هدف

سبب افزايش ن پروتئازهاي سلولي كمتر است ها ميزاكه در آن
اگرچه دستگاه رونويسي در گياه . دشونوتركيب مي پروتئينبازده 

نهايي كاهو بسيار بهتر از سويا و يونجه عمل كرده است اما ميزان 
  .بوده است كمتر GRFT پروتئين

   منابع
Arnau J, Lauritzen C, Petersen GE, Pedersen I  ( 2006) 
Current strategies for the use of affinity tags and tag 
removal for the purification of recombinant proteins. 
Protein Expression and purification 48:1-13. 
Balzarini J (2006) Inhibition of HIV entry by 
carbohydrate-binding proteins. Antiviral Research 71: 
237-247. 
Boyd M, Mori T, O’Keefe B (2004) Griffithsin, 
Glycosylation-Resistant Griffithsin, and Related 
Conjugate, Compositions, Nucleic Acid, Vectors, Host 
Cells, Method of Production and Method of use. US 
Patent. PCT/US2005/018778. 
 

يان
ت ب

نسب
 

ين
يتس

ريف
ن گ

ژ
  

 
G

R
FT

 E
xp

re
ss

io
n 

Fo
ld

 

 سويا يونجه كاهو

Wt 

160bp 

GRFT 

ACTIN 

150bp 

200bp 

200bp 

  ب  الف

ول
محل

ل 
ن ك

وتئي
 پر
د از

رص
د

  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
92

.8
.3

.1
0.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

05
 ]

 

                               7 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1392.8.3.10.6
https://mg.genetics.ir/article-1-1173-fa.html


  هوشنگ عليزاده و همكاران    ...تاثير نوع ميزبان گياهي و نوع پپتيد راهنما بر انباشت
 

 312  1392پاييز/3شماره/تمشهدوره/ ژنتيك نوين

 

 
Bradford  MM (1976) A rapid and sensitive method 
for the quantification of microgram quantities of 
protein utilizing the principle of protein-dye binding. 
Analytical Biochemistry 72: 248-54. 
Giddings G (2001) Transgenic plants as protein 
factories. Current opinion in Biotechnoology 12: 450-
54. 
Giomarelli B, Schumacher KM, Taylor TE,  Sowder 
RC,  Hartley JL,  McMahon JB, Mori T (2006) 
Recombinant production of anti-HIV protein, 
griffithsin, by auto-induction in a fermentor culture. 
Protein Expression and Purification 47:194-202 
Hefferon KL (2010) Biopharmaceuticals in Plants: 
Toward the Next Century of Medicine . CRC Press, 
USA, 27-39. 
Livak KJ, Schmittgen TD (2001) Analysis of relative 
gene expression data using real-time quantitative PCR 
and the 2-∆∆Ct method. Methods  25: 402-408. 
Movafeghi   A (2006) Study of the role of C-terminal 
HDEL signal sequence of proteins using 
immunogoldlabeling of transgenic and wild tobacco 
cells. Iranian Journal of Biology 19: 282-289. 
Nie L, Wu G, Zhang W (2006) Correlation between 
mRNA and protein abundance in Desulfovibrio 
vulgaris: a multiple regression to identify sources of 
variations. Biochemical and Biophysical Research 
Communications 
339:603-610. 
Obembe OO, Popoola JO, Leelavathi S, Reddy SV 
(2011) Advances in plant molecular farming. 
Biotechnology Advances 29: 210-222. 
Pourseyedi  S, Hashemi Sohi H, Omidi M, Ghoreshi 
SA, Shah Nejat Boushehri AA, Jourabshi  E (2009)  
Transient expression of VP2 gene of very virulent 
IBDV in tobacco, Alfalfa and lettuce leaves by 

agroinfiltration. Veterinary Journal (Pajouhesh and 
Sazandegi) 83: 18-25. 
Rice J, Ainley WM, Shewen P (2005) Plant-made 
vaccines: biotechnology and immunology in animal 
health. Animal Health Research Reviews 6:199-209   
Richardson AE, Hadobas PA, Hayes JE (2001) 
Extracellular secretion of Aspergillus phytase from 
Arabidopsis roots enables plants to obtain phosphorus 
from phytate. Plant Journal  25:6: 641-649. 
Rsti A (2006) Immunology for nurses. Salemi press, 
Tehran, IRAN (In Farsi)  
Sadraeian  M, Honari H, Madanchi H, Hesaraki M 
(2011) Extraction, Cloning and Expression of RTB, as 
a Vaccine Adjuvant/Carrier, in E.coli and Production 
of Mouse Polyclonal Antibody (Anti-B chain Abs). 
Iranian Journal of Pharmaceutical Sciences 7: 247-
254. 
Schillberg S, Emans N, Fischer R (2002) Antibody 
molecular farming in plants and plant cells. 
Phytochemistry Reviews 1:45-54. 
Sharon N (2006) Lectins: carbohydrate-specific 
reagents and biological recognition molecules. Journal 
of Biochemistry  10:1-29. 
Torrent M, Llop-Tous I, Ludevid MD (2009) Protein 
body induction: a new tool to produce and recover 
recombinant proteins in plants. Methods in Molecular 
Biology 483:193-208. 
Wandeltt C, Rafiqul M, Khan SC, Harmut ES, 
Spencer D, Higgins TJV (1992) Vicilin with carboxy-
terminal KDEL is retained in the endoplasmic 
reticulum and accumulates to high levels in the leaves 
of transgenic plants. Plant Journal  2:181-192. 
Wang A, Ma S (2012) Molecular Farming in Plants: 
Recent Advances and Future Prospects. Springer, New 
York, 183-198. 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
92

.8
.3

.1
0.

6 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

05
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1392.8.3.10.6
https://mg.genetics.ir/article-1-1173-fa.html
http://www.tcpdf.org

