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 چكيده

ن نوتركيب در گياه، بيان آن در بافت مناسب و نيز ترين عوامل موثر بر افزايش توليد پروتئياز مهم
هاي مناسب سلول است. گيري كننده به جايگاهافزايش پايداري و تجمع پروتئين با استفاده از عوامل هدف

در اين تحقيق براي بيان اينترفرون گاماي انساني در بذر توتون و هدايت آن به شبكه آندوپلاسمي از 
 IFNγژن  3'در انتهاي  KDELو توالي  5'زاك در انتهاي و، توالي ك(Napin)پيشبرنده اختصاصي بذر 

و پس از تاييد صحت آن با استفاده از  سازيهمسانه pGEM®-T Easyابتدا در ناقل  IFNγاستفاده شد. ژن 
گرديد. ناقل  سازيهمسانهزير pBI121يابي، در ناقل بياني گياهي ، هضم آنزيمي و تواليPCRروش 
ي هااگرباكتريوم معرفي و اين باكتري براي تراريختي ريزنمونه LBA4404سويه  به  pBI IFNγب نوتركي

هاي باززائي شده در محيط انتخابي حاوي كانامايسين گزينش شدند. آناليز برگي توتون استفاده شد. نوساقه
ت بازي جف 795) و قطعه (IFNγجفت بازي  432و مشاهده قطعه  DNAگياهان تراريخت در سطح 

(NPTII)  در واكنشPCR  و هضم آنزيمي بيانگر انتقال سازه مدنظر به ژنوم گياه بود. همچنين رونويسي از
بيان موفقيت آميز  SDS-PAGEها در سطح پروتئين با استفاده از تائيد شد.  بررسي RT-PCRبا  IFNγژن 
هاي نسيل بالايي براي توليد پروتئيندهد كه بذور گياهي پتارا نشان داد. نتايج حاصل نشان مي IFNγژن 

 نوتركيب دارند.  

 . IFNγ ، ، ژن، توتون تراريختKozak ، تواليKDEL توالي ،ناپين برپيش: كليدي كلمات
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 مقدمه
نياز روز افزون به داروهاي بيولوژيك و 
ارزش اقتصادي بالاي آنها از يك طرف و مزاياي 

جب هاي بياني گياهي از طرف ديگر موسيستم
شده كه استفاده از گياهان به عنوان بيوراكتورهاي 
طبيعي در توليد داروها مورد توجه ويژه قرار 

 در نوتركيب يها تئينوپر توليد هزينه گيرد.
-يك و يتخمير سيستم همديك كثراحد نگياها

 ,.Ghislaine et al( است ريجانو لسلو ارمهز

). تغييرات پس از ترجمه كه براي فعاليت 2008
گياهان بهتر هاي نوتركيب لازم است، در روتئينپ

شود ها انجام ميتر از پروكاريوتو مطلوب
(Fischer et al., 1999) خطرات ناشي از .

-آلودگي با مواد سمي باكتريايي و عوامل بيماري

امكان  ،از طرفيرسد. زاي انساني به حداقل مي
سنتز شده به اجسام داخل سلولي  هدايت پروتئين

 Daniell et( هدف پايداري بيشتر، وجود داردبا 

al., 2001(. از جملهبه دلايلي  گياهي وربذ :
افزايش پايداري پروتئين، تجمع بالاي پروتئين در 

سازي راحت آن، استخراج حجم كوچك و ذخيره
نسبتا راحت به دليل كم بودن تركيبات فنوليك و 
تركيبات پيچيده پروتئيني و محدود شدن بيان 

اي و جلوگيري از تئين به يك اندام ذخيرهپرو
بيشتر مورد توجه   هاي ديگراختلال در رشد بافت

  ).Boothe et al., 1997( هستند
-علاوه بر نوع بافت گياه، با استفاده از توالي

هاي مناسب در گيري كننده به جايگاههاي هدف
سلول نيز مي توان موجبات افزايش تجمع پروتئين 

 ,.Droogenbroeck et al( راهم آوردنوتركيب را ف

) حاوي ERشبكه آندوپلاسمي سلول ( ).2006
1Fپروتئينهاي چپروني

مختلف است كه موجب   1
ها شده و از تجمع و بندي صحيح پروتئينبسته

بعدي ناصحيح جلوگيري  3تشكيل ساختارهاي 
 ERكند. بنابراين قرارگرفتن پروتئين نوتركيب در مي

ح پروتئين شده و در نتيجه بندي صحيموجب بسته
 KDELتوالي . يابدپايداري و تجمع آن افزايش مي

هايي است كه براي قرارگرفتن از جمله توالي
پروتئين در شبكه آندوپلاسمي در مطالعات متعددي 

 Conrad( استفاده و كارايي آن به اثبات رسيده است

& Fiedler, 1998.( 
 زايشاز جمله اهداف ديگر در انتقال ژن، اف

 است. براساس ژن و بيان ترنس ترجمه كارايي

شده  حفاظت زاك، وجود تواليوك گزارش
ACCAUGG اثر كدن شروع، ناحيه اطراف در 

. به (Kozak, 1986) دارد ژن بيان بر مطلوبي بسيار
 درKozak تحقيق حاضر توالي  همين دليل در

 استفاده شد.   pBI IFNγآغازگر پيشبر سازه 
) ارزش درماني بالا و IFNγا (اينترفرون گام

دارد. براي بيماران با  كاربردهاي وسيع در پزشكي
 2F2نقص مادرزادي از جمله گرانولوماتوس مزمن

(Woodman et al., 1992)ي ، سالمونلا تيف
، (Nauciel & Espinasse, 1992)موريوم 

از جمله نوروبلاستوما  هاي مختلفسرطان

                                                             
1 chaperones 
2 Chronic granulomatous 
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(Wandelt et al., 1992) او ملانوم )Abdel-

wahab et al., 1997 (شود. استفاده مي 
هاي زيادي در جهت توليد انبوه اين تلاش

پروتئين باارزش صورت گرفته اما پروتئين توليد 
ساختار فضايي مناسب  E. coliشده در باكتري 

آن به فرم انكلوژن بادي در  نداشته و بخش اعظم
-لول. استفاده از س(Wetzel et al., 1991)  آيدمي

هاي يوكاريوتي جهت توليد آنها نيز هزينه بسيار 
رسد كه دستورزي ژنتيكي بالايي دارد. به نظر مي

هاي گياهان براي توليد اين گروه از پروتئين
باارزش، يك روش جايگزين مناسب باشد. در 
اين تحقيق سازه بياني طوري طراحي و ساخته 

در شبكه آندوپلاسمي بذر  IFNγپروتئين شد تا 
 گياه توتون بيان شود.  

 
 ها مواد و روش

 باكتري هايسويه و ژني هايناقل

-و ناقل Top10 F'سويه  E.coliاز باكتري 

ي برا pBI121و  pGEM®-T Easy Vector هاي
سازي استفاده شد. براي تراريختي گياهان همسانه

 Agrobacterium( از باكتري اگروباكتريوم

tumefaciens سويه (LBA4404 تفاده گرديد.اس 
 

 Kozakهاي همراه توالي IFNγتكثير ژن 

,KEDL ها در ناقل سازي آنو همسانهT Easy 

vector 
ژن اينترفرون گاماي انساني توسط معين 

و  سازيجدا 2002رضاخانلو و همكاران در سال 
 و در بانك ژن با شماره  تعيين توالي شد

AF506749تكثير ژن  .به ثبت رسيده استIFNγ 
 و آغازگرهاي PCRاستفاده از تكنيك با 

 AGA GGA TCC ATG-´5( رفتي اختصاصي

CAG GAC CCA TAT GTA AAA G-3´ ( با
-´5( آغازگر معكوس و BamHIمحل برشي 

GCAGAGCTCTTACAATTCGTCTTTCT
GGGATGCTCTTCG-3´ ( با محل برشيSacI 

زاك در وقابل ذكر است كه توالي ك انجام شد.
در آغازگر معكوس  KDELو توالي  رفتيآغازگر 

هاي از غلظت PCRدر واكنش تعبيه شد. 
و دماي  استاندارد اجزاي مختلف استفاده شد

انتخاب  C 63°اتصال آغازگر با رشته الگو 
پس از تكثير و تخليص، ژن موردنظر در  گرديد.

گرديد.  سازيهمسانه  pGEM®-T Easyناقل
 سويه E.coliهاي مستعد سازه تهيه شده به سلول

'TOP10F هاي سفيد منتقل شد. بر روي كلني
-بيوتيكآنتي رشد كرده در محيط انتخابي حاوي

، X-galو  IPTGسيلين و تتراسيكلين، هاي آمپي
 IFNγبا آغازگرهاي اختصاصي ژن  PCR-كلني

مثبت با هضم  PCRهاي سپس كلونانجام شد. 
هاي آنزيمي نيز تاييد شدند و در نهايت كلون

يابي با نرم ابي شدند و نتايج توالييبت تواليمث
مورد بررسي قرار  Clustalwو برنامه  Blastافزار

 گرفت.
 

 IFNγ (pBI IFNγ) ژنحاوي  بياني سازه تهيه
 برپيش، pBI121ابتدا در ناقل بياني 

 برجايگزين پيش Napinاختصاصي بذر 
CaMV35S ي  شده و قطعهKozak - IFNγ -
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KDEL  با هضم آنزيمي ازT-Vector  جدا شده و
 pBI121واكنش اتصال قطعه جدا شده با ناقل 

و هضم آنزيمي براي تاييد  PCRانجام شد و از 
ناقل صحيح بودن كلونينگ استفاده شد 

به روش انجماد و ذوب به   pBI IFNγنوتركيب
 و (sambrook et al., 2001)اگرباكتريوم منتقل 

و تاييد شد  PCR -روش كلنيبا انتقال آن  سپس
هاي برگي ين باكتري براي تراريزش ريزنمونهاز ا

 استفاده شد.  
 

و باززايي گياهان هاي توتون تراريزش ريزنمونه

 تراريخت
 Tobaccoتوتون رقم  ضدعفوني بذرهاي

Xanthi  به 5 سديم با استفاده از هيپوكلريت %
بار شستشو با آب مقطر  5دقيقه و  10مدت 

 ايبر ه انجام شد.دقيق 10استريل هر بار به مدت 
 با C 26°يماد در MS محيط از وربذ نيزنهاجو

 ساعت 8 و شناييرو ساعت 16 رينو دوره
 رشد گياهان هفته 2 از بعدشد.  دهستفاا يكيرتا

 4 طول تقريبا ها بابرگ ترينجوان و كرده

(كه  گشته انتخاب نمودن تراريخت سانتيمتر براي
شدند) و  سيمتق قطعه 10 تا 8 ها به هركدام از آن

 منجاا از قبل روز يك .شدند آماده تلقيح جهت
 زهسا ويحا مباكتريووگرا يهاكلني تك ،گيدلوآ

) g/ml  + LBµ50( محيط  در نظر ردمو
 داده كشت يكيرتاو C 28°يماد در كانامايسين

 1-5/0 به دهكر شدر يباكتر OD كه قتيو ،شد
 تمد به rpm 3500 دور و C 4°يماد در ،سيدر

 دننمو رجخا از پس. شد ژسانتريفو قيقهد 8- 5
 MS( تلقيح محيط، )LB( يباكتر كشت محيط

و  mg/l3غلظت  با BAPهاي  رمونومايع و ه
NAA مقدار بهmg/l 1/0 (ي باكتر يسلولها به

 آن در كاملا ها لسلو و ضافها هشد داده بسور
 نسوسپانسيو دنكر دهماازآ بعد. شدند حل

 دردقيقه  30-20 تمد به ها يزنمونهر ي،باكتر
 ناقل ويحا مباكتريووگرا نسوسپانسيو با ستما
يشديپتر در و گرفته ارقر) pBI IFNγ(نظر ردمو
كامل و  MS( كشتي هم محيط ويحا يها

 به NAAو  mg/l3غلظت  با BAPهاي  هورمون

 در ساعت 72 ليا 48تمد به) mg/l 1/0مقدار
 در. شدند داده ارقر يكيرتا در C 26°يماد

 محيط روي بر ها يزنمونهر ينا يبعد همرحل
 با BAPهاي  مونكامل، هور MSنتخابي(ا كشت

و  mg/l 1/0مقدار به NAAو  mg/l3غلظت 
هاي كانامايسين با غلظت  بيوتيك آنتي

µg/ml100-25  و سفوتاكسيم با غلظت
µg/ml200 ( )يهاگياهچه گزينش رمنظو به 

 قبل مرحله مشابه رينو دوره و ماد در) يختهارتر
 هانمونه كشتوا. شدند ارينگهد هفته4 تمد به
 ايبر. شد منجاا ريكبا روز 15 هر فاصله به

 MSطويل شدن ساقه( محيط از ساقه نشد طويل
 بيوتيك كانامايسين)آنتي µg/ml100همراه  كامل به

 از همدآ بدست يهانوساقه ئيزايشهاي ربر و
 µg/ml1/0همراه  كامل به MS( زاييريشه محيط

 ،خرآ مرحله در. شد دهستفاا )NAAورمون ه
 ويحا يهاانگلد به ابتدا هشد داريشهر نگياها
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 سپس و) قبل مرحله مشابه رنو و ماد در( پرليت
 ارينگهد گلخانه يطاشر در و هشد منتقل كخا به

 يختهارتر نگياها از هشد آوريجمع وربذ. شدند
 .  گرفتارقر دهستفاا ردمو يبعد يناليزهاآ جهت

 
 سطح در يختهارتر نگياها مولكولي سيررب

DNA 
DNA  نگياها انجو يها گبر ازژنومي 

 روش با ،)يختارغيرتر هگيا( شاهد و يختارتر
.  (Dellaporta et al., 1983)شد اجستخردلاپورتا ا

 ژن ختصاصيا يگرهازغاآ از دهستفاا با سپس
nptII ژن و  IFNγ كنشوا PCR نگياها روي بر 

واكنش  .شد منجاا نتخابيا يطمح در هشد گزينش
بر روي محصول  XbaIهضم آنزيمي نيز با آنزيم 

PCR .انجام گرفت 
 

 سطح در يختهارتر نگياها مولكولي سيربر
RNA  

 از RNA  سطح در ژن نبيا  سيربر ايبر
از  RNAاستخراج  .شد دهستفاا RT-PCR روش
با استفاده از محلول نارس هاي بذري بافت

 RNA )RNX-Plus - 25mlاستخراج 

RN7713C،انجام  ) تهيه شده از شركت سيناژن
استخراج  يRNAاز روي  cDNAساخت  گرديد.

 RT-PCRاي دومرحلهبوسيله كيت  شده،
)Vivantis,RTPL12 انجام گرفت. قابل ذكر (

برداشت بذر از  ،RNAاست كه براي استخراج 

روز پس از گلدهي انجام  20مثبت،  PCRگياهان 
از آغازگرهاي  PCRام واكنش شد. براي انج

 مرحله قبل استفاده شد.
 

سطح  در يختهارتر نگياها مولكولي سيربر

 پروتئين
 پروتئين از  سطح در ژن نبيا  سيربر ايبر

 وشد  دهستفاا  SDS-PAGE روش الكتروفرزي
گياهان رسيده از بذور  نيزكل پروتئين استخراج 

  انجام گرفت. (غيرتراريخت) تراريخت و شاهد
 

 نتايج

جاي ه ب Napinجايگزيني پيشبرنده 
CaMV35S  از هضم آنزيمي (  استفادهباHindIII 

) تاييد شد به اين ترتيب كه قطعه BamHIو 
bp1140  مربوط به)Napin( جاي قطعه ه ب 

bp835  مربوط به)(CaMV35S  قرار گرفت .  
 IFNγرفت تكثير ژن طور كه انتظار ميهمان

.  )a1(شكل وليد نمودت bp432يك قطعه حدود 
 TAاين قطعه در ناقل  سازيهمسانهپس از تاييد 

مجدد سازي همسانه يابي اقدام گرديد.براي توالي
با روش  pBI121در ناقل بياني گياهي  IFNγژن 

و هضم آنزيمي تاييد گرديد (شكل   PCR-كلني
b1 و نهايتا سازه (pBI IFNγ  شكل  ساخته شد)
2.(
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: قطعه 1خط ) b .(A(و تائيد كلونينگ آن با هضم آنزيمي ) PCR )a  با  IFNγر ژن يتكث -1شكل

bp432  نشانگر 2تكثير شده، خط :bp100 كنترل منفي 3و خط : b نشانگر 1) خط :bp100 2، خط :

 آزاد شده. bp432و قطعه  SacI وBamHI برش داده شده با آنزيم   pBI IFNγناقل
Figure 1- Amplification of the IFNγ gene by PCR (a) and confirmation of cloning by 
restriction enzyme digestion(b). a) Lane 1: Amplified IFN_γ gene (500 bp); Lane 2: 100 
bp ladder. Lane 3: Negative control. b) Lane 1: 100 bp ladder. Lane 2: digested 
recombinant pBI121 IFNγ plasmid by SacI and SmaI enzymes. 

 

 
 

(مقاومت به  nptII، حاوي ژن  pBI121 IFNγوكتور دوگانه T-DNAتصوير ناحيه  -2شكل

در  pBI121كه در ناقل بياني  KDEL، توالي كزاك و توالي IFNγ، ژن Napinكانامايسين)، پيشبرنده 

 قرار گرفته است. RBو  LBه بين دو ناحي
Figure 2- Schematic diagram of the T-DNA region in the binary vector pBI121 IFN_γ. 
Including npt II, coding sequence of the neomycin phosphotransferase II gene; napin 
promoter; IFNγ, human gamma interferon gene; kozak sequence; KDEL, ER retention 
signal; RB and LB, T-DNA right and left border, respectively. 
 

  1           2 1       2       3 

a b 

432bp 
432bp 

LB 

RB 
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-جوانه ورشد توتون هاينمونهريز سازيآلوده

 گزينشگر محيط در تراريخت هاي
در  توتون برگي هاينمونهريز تراريختي

هاي آلوده شده محيط تلقيح انجام شد. ريزنمونه
ت حاشيه نسبت به با آگروباكتريوم، در قسم

عملكرد آگروباكتريوم واكنش نشان داده و به 
                            سمت بالا خم شدند.

 حاشيه از هاجوانه پيدايش هفته، 3 الي 2 از پس

هاي تلقيح شده با ريزنمونه شدة زخمي
. مشاهده گرديد آگروباكتريوم تراريخت شده

دون تلقيح هاي برگي كه بعنوان شاهد (بريزنمونه
بواسطه آگروباكتريوم تراريخت)، بر روي محيط 

ن ندادند و ي نشاي، باززاقرار داشتندگزينشگر 
 ).3سفيد رنگ شدند (شكل

 
 

 
هفته  3الي 2 هايريزنمونه باززايي شده از اوليه هايجوانه .1  نوساقه ها بعد از تلقيحباززايي  -3 شكل

 .شاهد هايونهنمبازايي در ريز عدم .2 پس از تلقيح.
Figure 3- Regeneration of shoots after co-cultivation. 1: Regeneration of shoots from leaf  
disk explants 2-3 weeks after co-cultivation. 2: non regeneration in control explants. 

 
ها به محيط طويل شدن ساقه و انتقال گياهچه

 زاييريشه
كانامايسين ي كه در مقابل هايگياهچه

 رشد از پس ،ي ماندندمقاومت كرده و سبز باق
زايي، طويل شدن ساقه و ريشه منظور به و مناسب

محيط طويل شدن ساقه و پس از رسيدن  به
محيط متر، به ها به ارتفاع تقريبا پنج سانتيگياهچه

 افتندي انتقال بزرگتر ظروف درون و زائيريشه
  .)4(شكل

 به سپس و پرلايت به ابتدا راريختت گياهان

 مرحله از پس يك ماه شدند. حدود منتقل خاك

آماده  و رسيده تراريخت گياهان بذور گلدهي
 ).5شدند (شكل برداشت
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و ريشه  )1( از محيط گزينشگر به محيط طويل شدن ساقهي باززايي شده هاانتقال گياهچه -4 شكل

  )2( زايي
Figure 4- Regenerated plantlets transferred from selection medium to shoot elongation 
(1) and rooting  medium (2). 

 

 
 ).2( و گلدهي آنها )1( ها به خاكانتقال گياهچه -5 شكل

Figuew 5- Rooted plantlets transferred to soil (1) and flowered (2). 
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 بررسي مولكولي گياهان تراريخت در سطح
DNA  ،RNA و پروتئين 

به منظور بررسي مولكولي گياهان تراريخت 
اطمينان از انتقال ژن هدف به  وDNA در سطح 

ژنومي  DNAگياهان تراريخت، پس از استخراج 

واكنش ) و شاهد، T0از برگ گياهان نسل اول (
PCR  با استفاده از آغازگرهاي ژنnptII  و

آن  انجام شد، كه نتيجه IFNγآغازگرهاي ژن 
و تكثير  IFNγمربوط به ژن  bp432تكثير قطعه 

 ).6(شكل بود nptIIمربوط به ژن  bp795قطعه 

 
 -PCR 1به گياهچه هاي توتون با استفاده از تكنيك  nptII و IFNγبررسي انتقال ژنهاي  -6شكل 

 ترل منفي: كن4براي گياهان تراريخت.  bp432: قطعه 3و  2. (1Kb DNA Ladder)ماركر وزن مولكولي 
: 9: كنترل منفي. 8براي گياهان تراريخت.  bp795: قطعه 7و  6كنترل مثبت.  bp432: قطعه 5. (گياه شاهد)

 كنترل مثبت. bp795قطعه 
Figure 6- PCR analysis of IFNγ and nptII gene transfer to tobacco seedlings. 1: 1kb 
ladder 2, 3: amplified IFN_γ gene (transformed seedlings) 4: negative control (wild type 
plant) 5: positive control (pBI IFNγ plasmid)  6,7: amplified nptII gene (transformed 
seedlings) 8: negative control (wild type plant) 9: positive control(pBI nptII plasmid).  

 
 IFNγ آغازگر معكوس ژن و nptII ژن اختصاصي رفتيازگر با استفاده از آغ PCR واكنشهمچنين 

تائيد ديگري بود مبني بر اين   IFNγ و ژن napin برپيش ، nptII ژن حاوي bp3743 قطعه تكثير. انجام شد
  ).a7شكل(اند.ها منتقل شدهكه اين قطعات بطور صحيح و در كنار هم (پيوسته) به گياهچه

يك جايگاه برشي اختصاصي  IFNγناپين و ژن  برپيشبين  IFNγ-121PBIبا توجه به اينكه در سازه 
) دو PCR(بدست آمده از واكنش  bp3743وجود دارد، با واكنش هضم آنزيمي قطعه  XbaIبراي آنزيم 

) مشاهده شد كه نشان nptII(مربوط به پيشبرنده ناپين و ژن  bp2311) و IFNγ(مربوط به  bp432قطعه 
 ).b7ده به گياه همان سازه مد نظر ما بوده است (شكلدهد سازه منتقل شمي
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)و هضم PCR )aبه گياهچه هاي توتون با استفاده از  IFNγ-napin-nptIIبررسي انتقال قطعه  -7 شكل

: كنترل 6باززايي شده). گياهان (شده  تكثير جفت بازي 3743 قطعه:1Kb. 2،3،4،5 ماركر: 1) b( .Aآنزيمي (
جفت  3743هضم آنزيمي قطعه  :IFNγ-121PBI(. b پلاسميد( مثبت كنترل: 7. شاهد)هاي (گياهچه منفي

 :1Kb. 3 ماركر: 2 ي.برش ميآنز با ماريت جفت بازي بدون 3743 قطعه :IFNγ-napin-nptII .(1بازي (
  .شده پس از هضم آنزيمي ي ايجادجفت باز 432و  2311 هايقطعه

Figure 7- Analysis of IFNγ-napin-nptII fragment transfer to tobacco seedlings by PCR 

(a)  and digestion (b). a)1: 1kb ladder 2, 3,4,5 amplified 3742bp IFNγ-napin-nptII  

fragment (transformed seedlings) 6: negative control (wild type plant) 7: positive control 

(pBI IFNγ plasmid)  b) 1: undigested  IFNγ-napin-nptII   fragment 2: 1kb ladder 3: 

digested  IFNγ-napin-nptII   fragment. 
 

آنها مثبت بود براي  PCRگياهاني كه نتيجه 
ساخته شده،  cDNAانتخاب و  RNAاستخراج 

مورد استفاده  RT-PCRبعنوان الگو براي انجام 
هاي آغازگراز  RT-PCRقرار گرفت. براي انجام 

-را تكثير مي bp432(كه قطعه   IFNγتصاصي اخ

، علاوه PCRكنند) استفاده شد. در مرحله انجام 
استخراج شده هم  RNAاز   ،سنتز شده cDNAبر 

بعنوان الگو (كنترل منفي) استفاده شد، اين كار 
استخراج شده  RNAبمنظور اطمينان از خلوص 

. وجود ژنومي) انجام شد DNA(عدم حضور 
 mRNA، سنتز RT-PCRر واكنش د bp432قطعه 

انتقال يافته به گياهان توتون را  IFNγاز روي ژن 
تاييد كرد. عدم وجود قطعه مشابه در محصول 

PCR  با الگويRNA  استخراج شده عدم وجود
 ژنومي را تاييد كرد DNAهرگونه آلودگي 

 .)8(شكل
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-RTمحصول واكنش  bp432ه قطع: RT-PCR .1 با واكنش  IFNγژن  mRNAتاييد سنتز  -8شكل 

PCR   (گياه تراريخت)كنترل منفي (2 :cDNA (4و3گياه شاهد) كنترل منفي :RNA  كل بذرهاي نارس

 .1Kb . ماركر5استفاده شده است).  PCRگياهان تراريخت  و شاهد، بعنوان الگو در 
Figure 8- RT-PCR analysis of IFNγ gene transcription in tobacco seeds plants. 1: 
amplified IFN_γ gene in RT-PCR (transformed seedlings) 2: negative control (wild type 
plant) 3, 4 : negative control (RNA extracted from transgenic and control seeds was used 
as a template in PCR) 5: 1kb ladder. 

 
 يهاپروتئين روي بر SDS-PAGEآناليز 

قطعه  وجود تراريخت گياهان از شده استخراج
در را   Kda36حدود  وزن مشخص با اضافي

مقايسه با گياهان شاهد را نشان داد كه دوبرابر 
 *IFNγ )Kda 36=2وزن مولكولي پروتئين 

Kda189 (شكل باشد) مي.( 
 

 بحث
اين تحقيق با هدف استفاده از پتانسيل بالاي 

اينترفرون گاماي گياهان جهت توليد پروتئين 
بمنظور بيان ژن انساني طراحي و اجرا گرديد. 

IFNγ  ،برپيشناپين ( برپيشدر بذر گياه 
 CaMV 35S برپيشاختصاصي بذر) بجاي 

در بذور رسيده كلزا، پروتئين  .جايگزين شد
Napin، 30-20 تشكيل مي% پروتئين كل بذر را-

   ).Crouch et al., 1981دهد (
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استخراج كل . پروتئين 2،3. نشانگر پروتئين. SDS-PAGE .1با  IFNγي بيان پروتئين بررس -9 شكل

 .گياه شاهدبذر . پروتئين استخراج شده از 4گياهان تراريخت بذر شده از 
Figure 9- SDS-PAGE analysis of IFNγ gene expression in tobacco seeds. 1: protein 
ladder 2,3 total protein extracted from transgenic tobacco seeds 4: total protein 
extracted from wild type tobacco seeds.  

 
در مطالعات مختلف به منظور افزايش 
پايداري پروتئين توليد شده در داخل سلول با 

آن را به  (KDEL)آسيدآمينه  4استفاده از توالي 
كه اند.  با اينگيري نمودهشبكه آندوپلاسمي هدف

نتايج اين مطالعات تا حدي باهم متفاوت است اما 
تقريبا در تمام آنها يك نكته مشترك وجود دارد و 

افزايش بيان پروتئين  آن اينكه اين توالي موجب
 Schouten et al (1997)شود.  نوتركيب مي

ه اين توالي به خوبي توسط گزارش كردند ك
هاي مربوطه شناسايي شده و موجب گيرنده
شود.  مي ERبادي توليد شده در اري آنتينگهد

برابر حالتي كه از  100اين مقدار افزايش توليد (تا 
استفاده نشود) به دليل قرار گرفتن  KDELتوالي 

و در امان ماندن آن از تجزيه   ERبادي درآنتي

هدف ديگر از اضافه كردن  .توسط پروتئازها است
ليد ممانعت از ورود پروتئين تو ،KDELتوالي 

 يشده به دستگاه گلژي گياه است.  در غشا
هاي گياهي به پروتئين سيسترون گلژي، گليكان

شود كه اين گليكانها در بدن نوتركيب اضافه مي
در شوند، هاي ايمني را موجب ميانسان پاسخ

از وارد شدن  KDELحضور توالي كه  حالي
آورد.  پروتئين به دستگاه گلژي ممانعت بعمل مي

نشان داده كه  Frigerio et al (2001(كار  نتايج
با كارايي بالايي از قرار گرفتن  KDELتوالي 

 آوردپروتئين در دستگاه گلژي ممانعت بعمل مي
از طرف ديگر نتايج مطالعات جديدتر بيانگر اين 
است كه اگر در سازه هدف، از پيشبرنده اختصاصي 

 به طور همزمان استفاده شود، KDELبذر و توالي 
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رود. گيري بالا ميميزان بيان پروتئين به طور چشم
 Droogenbroeck et al (2006) در تحقيقي

بياني  سازهگزارش كردند كه با استفاده از 
گيري پروتئين نوتركيب به اختصاصي بذر و هدف

(بيش  ScFvشبكه آندوپلاسمي بالاترين ميزان بيان 
س) % پروتئين محلول كل در بذور آرابيدوپسي36از 

ژن  نشان داد كهاين تحقيق نيز نتايج  .بدست آمد
IFNγ  با موفقيت به گياه توتون منتقل شده و در

شود. ح رونويسي و ترجمه بخوبي بيان ميدو سط
 روش از توتون گياه به ژن انتقال جهت

 طور به امروزه كه گرديد استفاده آگروباكتريوم

 خصوصا( گياهان تراريختي اي جهتگسترده

 در .گيردمي قرار استفاده مورد) هاايدولپه

 به نسبت زيادي مزاياي روش توتون اين تراريختي

 جمله آن از كه دارد ژن انتقال هايروش ساير

 نژادهاي با تلقيح به گياه توتون :از عبارتند

 العاده ) فوقLBA4404آگروباكتريوم (مانند 

 به نياز بدون و مستقيما هاگياهچه حساس است،

 به هاگياهچه شوند،مي باززايي الوسك تشكيل

ريزنمونه (برگ)  شده بريده ايلبه از محل آساني
 شده تلقيح ناقل حاوي آگروباكتريوم بوسيله كه

 هايبافت از باززايي كارايي و كنندمي است رشد

بسيار  هاروش ساير به نسبت طريق اين از گياهي
 مولكولي هايبررسي .)Fischer, 2003(ت بالاس

 انتقال گياهان تراريخت، روي بر PCRتكنيك  با

شده را تاييد كرد.  باززايي گياهان به IFNγژن 
 RT-PCRبا تكنيك  IFNγرونويسي از روي ژن 

تاييد شد. بيان ژن در سطح رونويسي تاييدي بر 

 ناپين در گياه توتون بود. وجود برپيشلكرد عم

در   Kda36حدود  وزن مشخص با قطعه اضافي
آميد، اكريل پلي مقايسه با گياهان شاهد برروي ژل

-در مرحله ترجمه مي IFNγتاييد كننده بيان ژن 

دوبرابر وزن مولكولي مورد نظر  باشد. قطعه
باشد ) ميIFNγ )Kda 36=2* Kda18پروتئين 

 IFNγن دهنده ايجاد دايمر در پروتئين كه نشا
 IFNγانتهاي كربوكسيل يك مونومر  باشد.مي

)Ala-123 to Met-134( تواند بطور كوالانسي مي
ديگر متصل  IFNγبه انتهاي آميني يك منومر 

 Cu,Zn-superoxideو IFNγمنومرهاي بين شود. 

 dismutase  در شرايط سلولي دايمرIFNγ 
از نظر اندازه،  IFNγرهاي شود. دايمتشكيل مي
، در شرايط مشابه سلول، رفتار ساختارعملكرد و

 .Charles A( دارند IFNγمشابهي با منومر 

LunnS, 1992(هايبررسي تكميل با است . اميد 

استحصال و افزايش  و استخراج زمينه در بعدي
يك  ارزان و انبوه يدتول اين پروتئين، امكان بيان

 .فراهم كرد پروتئين نوتركيب با ارزش را
 

 يسپاسگزار
ياد دكتر علي هاي زندهبا تشكر از راهنمايي

نظري كه در مراحل مختلف انجام اين پروژه حق
 .با ما همكاري نمودند
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Abstract 

Some important strategies to increase recombinant protein yield in plants include 
expression of protein in suitable tissue, improvement of protein stability and accumulation by 
targeting into subcellular organs using specific targeting signals. In this perspective, seed-
based platforms are attractive because they allow recombinant proteins to stably accumulate 
at a relatively high concentration in a compact biomass, which is beneficial for extraction and 
downstream processing. On the other hand,  the ER contain chaperons and isomerase for 
folding of nascent proteins, which can promote correct protein folding leading to recombinant 
protein stability and accumulation. In this research for human Gamma interferon expression 
in tobacco seeds and targeting into ER, we used seed specific promoter (Napin), Kozak 
sequence at 5' end and KDEL sequence  in 3' end of the IFNγ gene.  The fragment was cloned 
into pGEM®-T Easy vector and after confirmation by PCR, restriction enzyme analysis and 
sequencing,  was subcloned into a plant binary vector (pBI121).  This construct cassette was 
transferred to A.tumefaciens LBA4404 and then used to transform tobacco explants.  The 
transformed plants were screened on antibiotic-contained media. The presence of the 
transgenes was confirmed in the transformants by PCR and expected 432bp (IFNγ) and 795bp 
(nptII) sequences were amplified.  Digestion result indicated that the mentioned construct 
completely and correctly transferred into tobacco genome. Transcription of  IFNγ gene was 
confirmed by RT-PCR. Analysis of transgenic plants by SDS-PAGE represented that IFNγ 
protein is being expressed in seeds. Our results indicate that plant seeds have potential for 
production of recombinant proteins as ‘natural bioreactors’. 
Keywords: Napin promoter, IFNγ gene, KDEL sequence, KOZAK sequence, transgenic 
tobacco. 
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