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 15/10/1394، تاريخ پذيرش: 07/06/1393تاريخ دريافت: 

 چكيده  
 به منجر باشد كه) ميH5N1توليد كننده بيماري فوق حاد پرندگان ( ايمونوژن اصلي HA1آنتي ژن       

 هايپروتئين توليد جديد با توجه به اهميت فناوري. است شده در جهان متعددي هايبروز اپيدمي و پاندمي
آنتي  موقت بيان نوتركيب در گياهان، توليد اين پروتئين نيز بسيار مورد توجه قرار دارد. در مطالعه حاضر از

و كاهو  سويا يونجه، درگياهان نوتركيب پروتئين اين براي توليد آگرواينفيلتراسيون، روش به HA1ژن 
در تجمع  ZERAو پپتيد راهنماي  KDEL ،Extensinه شده است. همچنين اثر سه پپتيد راهنماي استفاد

 72. گرفت قرار بررسي مورد اجسام پروتئيني و آپوپلاستي فضاي آندوپلاسمي، پروتئين به ترتيب در شبكه
 ميزان ترينكم سويا و بيشترين نشان داد كه كاهو qRT-PCRنتايج  آگرواينفيلتراسيون، از بعد ساعت

 الايزا تكنيك از استفاده با تراريخت، هايرا داشت. بيان موقت پروتئين در برگ HA1ژن  از رونوشت
 يونجه گياه آپوپلاستي، فضاي به پروتئين گذاري هدف با كه داد اليزا نشان آزمون نتايج. شد گيرياندازه

 پروتئين تجمع HA1ژن  از بالا رونويسي معليرغ كاهو كه حالي در. استپروتئين را داشته تجمع بيشترين
 ، نتايجHA1آگرواينفيلتراسيون و انتقال سازه بياني  روش از استفاده بنابراين با. داد نشان را كمتري نوتركيب

نوتركيب  پروتئين هاي توليد جهت مناسبي راهكار آپوپلاست به پروتئين هدايت و يونجه گياه كه داد نشان
HA1 است. 

  .يونجه ،كاهوسويا،  ، HA1 آنتي ژن آگرواينفيلتراسيون،: كلمات كليدي

                                                             
 Email: malekzadeh-s@um.ac.ir   05138804630تلفن:  شفارودي زاده ملك سعيدنويسنده مسئول:  ∗
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 مقدمه
 شناسيزيست هايتكنيك در پيشرفت

 براي جديد راهبردهاي توسعه به منجر مولكولي
 هايواكسن نام به هاواكسن از جديدي نسل توليد

P1Fواحد زير يا نوتركيب

1
P 1980 دهه خلال در 

 از هاواكسن اين). Houdebine, 2009( گرديد
 زا،بيماري هايويروس از شده مشتق هايپروتئين
 توليد و شوندمي ساخته هاپارازيت يا هاباكتري

 باكتري، مثل موجوداتي و بيوراكتور سيستم به آنها
 است، نيازمند گياهي و جانوري هايسلول مخمر،

 تهيه در هاپاتوژن زايبيماري بخش روش اين در
 رمزگردان ژن اتنه و شودنمي استفاده واكسن
 شده شناسايي ويروس يك ژن آنتي هايپروتئين

 يك به نظر مورد پروتئين توليد منظور به سپس و
در مقايسه با ساير  .شودمي وارد مناسب ميزبان
بهترين ميزبان  تراريخته گياهان هاي بياني،سيستم

-هاي نوتركيب به حساب ميجهت توليد واكسن

-مي هاييژن آنتي انارز توليدآيند زيرا منجر به 

-ايده حالتي در و تزريقي واكسن بعنوان كه شوند

-مي قرار استفاده مورد خوراكي صورت به ترآل

 ).Kim & Yang, 2010(گيرند 
 تومفاسينس آگروباكتريوم كمك به ژن انتقال

 گياهان توليد مرسوم هايژني روش تفنگ و
 دو ژن، بيان اساس الگوي بر. باشندمي تراريخت

بيان  در. دارد وجود موقت و ثابت بيان روش
 گونه باززايي و بافت كشت شرايط بايد ثابت

                                                             
1 . Recombinant or Subunit vaccines 

 گياهان به يابيدست زيرا شده باشد بهينه گياهي
 Obeme et( باشدميزمانبر  ثابت بيان با تراريخت

al., 2011(. مشكلات به توجه با ديگر طرف از 
 تراريخت گياهان در نوتركيب هايپروتئين توليد

 انتقال، از پس ژن خاموشي جمله از يدارپا
 هايكربوهيدرات تركيب در نامطلوب تغييرات

 يك توليد بودن گير وقت قندي، بزرگ و مركب
 توليد قابليت با پايدار تراريخت گياهان رده

 زيست مشكلات همه از ترمهم و پروتئين مطلوب
 آن از ناشي خطرات و ژن فرار احتمال و محيطي

-روش از اخير هايسال در هك است شده سبب

 هايروش عنوان به گياه در ژن موقت بيان هاي
 استفاده نوتركيب هايفرآورده توليد براي مناسب

روش  دو ). ازWang & Ma, 2011( شود
 هايويروس با آلودگي و  آگرواينفيلتراسيون

 استفاده خارجي هايژن بيان موقت براي گياهي
 دليل ي بهويروس هايناقل اگرچه. شود مي

 مقادير بالاي توليد امكان سيستميك آلودگي
 محدوديت اما ،كنندمي ايجاد را پروتئين نوتركيب

 هاينگراني و اندازه بزرگ با ييهاژن بيان در
-شده هاآن كاربرد كاهش سبب محيطي زيست

 در مختلفي عوامل). Fischer et al., 2004است (
 گياهان در نوتركيب هايپروتئين توليد افزايش

 به توانمي جمله آن از كه دارند نقش تراريخته
 خارجي ژن پايدار و كافي بيان كدوني، سازيبهينه

 و زمان روش، وجود، اين با. نمود اشاره...  و
ا  ايمجموعه بوسيله گياهان در ژن بيان محل
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 ,.Ahmadi et al( گرددمي تنظيم كنترلي عوامل

 كه در هستند ييهاتوالي راهنما پپتيدهاي .)2011
 تا دارند قرار پروتئين آميني يا كربوكسيل انتهاي

 هدايت سلول مختلف هايبه بخش را پروتئين
 سيگنال پپتيد  ).Fischer et al., 2004كنند (

KDEL )Wandeltt et al., 1992راهنماي )، پپتيد 
 ,.ZERA) (Torrent et alذرت ( زئين ژن گاما

 هويج Extensin)، پپتيد راهنماي 2009
)Richardson et al., 2001(  از جمله پپتيدهاي

 را پروتئين ترتيب راهنما در گياهان هستند كه به
مستقل  هاياندامك آندوپلاسمي، در شبكه

-مي گذاري هدف آپوپلاستي و فضاي پروتئيني

 ;et al., 2011 Wandeltt et al., 1992كنند (

Obeme .( 
 ايآنفلوانزي زابيماري شديدا استرين

 به شروع سريعا 2004 سال از) H5N1( پرندگان
 در را خطرناكي هايبيماري و كرده شدن پخش
 آفريقايي و اروپايي آسيايي، كشور چندين ماكيان
). et al., 2012 Chichester( است كرده ايجاد

دامنه ميزباني اين ويروس وسيع بوده و علاوه بر 
-لوده ميرا نيز آديگر ماكيان، انسان و پستانداران 

 اورتوميكسوويريده خانواده از ويروس اينكند. 
 از ايرشته تك قطعه قطعه ژنوم داراي و بوده

 ويروس سطحي پوشش. باشدمي RNA جنس
 و هماگلوتينين گليكوپروتئين دو داراي آنفلوانزا

 هايگليكوپروتئين اين كه است نورآمينيداز
 و ويروس ژنيك آنتي ساختار اصلي اجزاء سطحي
 تشكيل  را آنفلوانزا هايواكسن اساسي بخش

 ).Carter & Saunders, 2007( دهندمي
 غشاء سطحي پروتئين ترين فراوان هماگلوتنين

 زاييايمني قدرت از كه است ويروس خارجي
 ساز پيش يك صورت به و بوده برخوردار بالايي

 Spitsina et al., 2009( شودمي توليد پروپپتيدي
Norkin, 2010; .(HA بزرگ واحد زير دو داراي 

)HA1 (كوچك و )HA2 (تمام تقريبا كه باشدمي 
 اين HA1 دامين روي ويروس ژنيآنتي هايسايت

 توليد تحريك به قادر و دارند قرار گليكوپروتئين
-مي ويروس كامل پروتئين با برابر ايمني پاسخ

 بروز احتمال و عفونت بالاي شدت دليل به .باشد
 ساخت براي اقدام ويروس ژنيآنت در موتاسيون

 حيوانات و انسان ، ماكيان براي موثر هايواكسن
 در H5N1 احتمالي هايپاندمي و عفونت عليه بر

 ,.Steel et al( رسدمي نظر به ضروري آينده

 HA1ژن با ارزش آنتي جايگاه به توجه با .)2010
 اولين پرندگان، در در كنترل بيماري آنفلوانزاي

 مدل ميزبان يك عنوان به باكتري در HA1گام 
 HA1ژن  موقت سپس بيان شد بيان پروكاريوتي

 روش با كاهو و سويا ،يونجه گياه در
 نوع سه اثر و گرفت صورت آگرواينفيلتراسيون

 بررسيمورد  پروتئين نهايي بر تجمع راهنما پپتيد
 .قرار گرفت

 

 مواد و روش ها

 سازه ها طراحي و ژن سازي بهينه
 ژن توالي در موجود برشي ايهجايگاه

HA1 Gene ID: CY116646.1)افزار نرم ) با 
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CLC Sequence Viewer سپس .شدند حذف 
بهينه در باكتري جهت بيان اسيدهاي آمينه  توالي

 GenScriptو گياهان با استفاده از سايت 
 E.coli سيستم براي نهايت در. شدند دستورزي

 ژن شده هبهين توالي حامل pET28aبياني  ناقل
 طريق موقت از بيان براي و) A -1 شكل(

  pBI-KDHA1 هاي سازهنيز  آگروباكتريوم
و  )C -1 شكلB(، pBI-ZRHA1 ) -1 (شكل

pBI-ETHA1 )1 شكل- D( ساخته و طراحي-

 HA1هاي گياهي، آنتي ژن در ساختار سازه .شدند
P2Fو مابين پيشبرنده pBI121در ناقل 

1
P CaMV35S 

P3Fو خاتمه دهنده

2
P NOS هاي با استفاده از آنزيم

هاي سازهكلون گرديد.  SacIو  BamHIبرشي 
با آغازگرهاي ويژه ژني  PCRشده توسط ساخته

تعيين  مورد تاييد قرار گرفتند. نتايج) 2(شكل 
 ساخت صحت كه pET28a-HA1  سازه توالي

-شدهآورده 3شكل كند در مي تاييد را سازه اين

 .است
 

  E.coli  باكتري در پروتئين بيان
 كلوني پي با شده تاييد BL21يك كلوني 

 مايع LBكشت  سي محيط سي 250 در آر، سي
شد داده رشد كانامايسين μg/ml 100حاوي 
 رسيدن از ). بعد180و دور شيكر  C37°(دماي 

 ، القاي5/0حدود  به نانومتر 600در  سلولي تراكم
 هايشد. نمونه انجام IPTGبا   تراژن بيان

 E.coli هاياز سلول شده استخراج پروتئيني
                                                             

1 . Promoter 
2 . Terminator 

قبل و  )pet28a-HA1( حاوي پلاسميد نوتركيب
 توسط IPTGميلي مولار از  1بعد از القا با غلظت 

) و وسترن بلات A-4(شكل  SDS-PAGE ژل
)Shoji et al., 2011; Pourseyedi et al., 2009 (

 پروتئين ).B-4مورد بررسي قرار گرفتند (شكل 

HA1  سلول از بيان شده BL21 روش به 
P4Fدناتوره

3
P شد  استخراج مولار 8 اوره از استفاده با و

Khurana et al., 2010)(. هاي سپس نمونه
 Ni-NTA agaroseستون  از پروتئيني با عبور

 تخليص شدند. كياژن شركت
 

 آگرواينفيلتراسيون انجام و تلقيح مايه تهيه
 سويه  آگروباكتري هاياز كلوني هركدام از

LBA4404 ليتر ميلي 50 نوتركيب، ناقل واجد 
حاوي  مايع LBكشت  محيط در شبانه كشت
μg/ml 50  ،كانامايسينμg/ml 50  ريفامپيسين و
 بعد و شد ) تهيه180و دور شيكر  C 28°(دماي 

 g 5000در  6/0تا  5/0حدود  به ODرسيدن  از

آگرواينفيلتراسيون  محيط در و شدداده رسوب
همراه  ساكاروز به ددرص MS 2/1 ،3(محيط 

ppm 100 دقيقه 60 ) به مدت20 توئين مويان 
عادت  جديد محيط به باكتري تا شدداده رشد
 حاوي تلقيح محيط در برگي هاينمونه. كند

. شدندداده قرار داخل دسيكاتور در باكتري
 250 شرايط خلا تحت باكتريايي سوسپانسيون

 يفضا وارد ناگهاني شكست بار سه و ميلي بار

                                                             
3 . Denatured 
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صافي  كاغذ بروي هابرگ سپس و بافتي شد بين
 .شدند قرار داده MSمحيط  به آغشته
  

 
 
 

   )A(                  pET-HA1 

 
)B (pBI-KDHA1 
 

 با همراه HA1ژن  حاوي pBI121، سازه )HA1- pET28a)Aسازه  شده: طراحي هايسازه -1 شكل

اجسام  آندوپلاسمي، شبكه در را ژن ترتيب به كه Extensinو  KDEL ،ZERAپپتيدهاي  سيگنال

 نواحي پروموتور Nos promoter:)؛ Dو  B ،Cكنند (مي گذاري هدف آپوپلاست فضاي و پروتئيني

 Nosشود؛كه موجب مقاومت به كانامايسين مي: ژن نئومايسين فسفوترانسفراز NPTII سنتاز؛ نوپالين ژن

Terminator تاز؛ سن نوپالين ژن : ترميناتورCaMV35 پروموتور ويروس موزائيك گل كلم؛ :

sequence KOZAK) توالي افزايش دهنده بياني :GCAACA 6)؛His tag  تگ هيستيدين؛ :TAA :

 هاي مرزي راست و چپ. توالي :LB و RBكدون خاتمه. 
Figure 1- Designed contructs: pET28a construct (A), pBI121 construct contained HA1 
with KDEL, ZERA and Extensin signal peptide which cause protein accumulation 
respectively in endoplasmic reticulum, protein bodies and apoplastic space (B, C & D); 
NPTII: Neomycin phosphotransferase gene which confers kanamycin resistance; 
CaMV35: Cauliflower mosaic virus promoter; KOZAK sequence: The sequence 
(GCAACA) that increases the gene expression level; 6His tag: Histidine Tag; TAA: Stop 
codon. RB & LB: Right & Left Border. 

Optimized HA1 CDs 
 

Stop 
codon 
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)C (pBI-ZRHA1 

 
)D (pBI-ETHA1 

  1ادامه شكل 
Figure 1 (continued) 
 

   
               

 نشانگر ؛)NT( منفي شاهد) Aپليمراز ( ايزنجيره واكنش با شده ساخته هايسازه تاييد -2 شكل

 .)Mمولكولي شركت فرمنتاز (
Figure 2- Designed contructs verification with PCR (A), Negative Control (NT); 
Molecular Marker (M). 

HA1 CDs 
(345 bp)  

 400  

M 
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-ه صحت ساخت اين سازه را تاييد ميكpET28a-HA1 سازه  بخشي از نتيجه تعيين توالي -3 شكل

    كند. 
Figure 3- Verification of the pET28a-HA1 construct by DNA sequencing. 

 

 Real time PCRو انجام  RNAاستخراج 
 نآگرواينفيلتراسيو از ساعت 72 گذشت از بعد    

 و شد كل استخراج RNAبيان ژن،  از اطمينان و
 باcDNA مكمل  ، رشتهDNaseتيمار  از بعد

 dT )20اوليگو  آغازگر يك از استفاده
 با RT-PCRآزمايش شد.  ساخته) نوكلئوتيدي
 Houskeeping ژن  و HA1ويژه  آغازگرهاي

 افزار  نرم با Ct). مقادير 1 جدول( گرفت صورت

 RESTنسبي بيان  طحس و آمد دستبهHA1 در 
P مقادير 

ΔΔCt- 
P2  اشميتگن و ليواك روش با 

)Livak & Schmittgen, 2001( محاسبه شد. 
 

، وسترن بلات  SDS-PAGEپروتئين،  استخراج

 ELISAو 
 مايع ازت در اينفيلتره هايبرگ از گرم 1/0

 ميكروليتر 800 كردن از اضافه بعد و شد پودر

 mM Tris–HCl, 0.5 M 50استخراج ( بافر

NaCl, 2 mM EDTA and 1 mM 
dithiothreitol (DTT)مدت به سانتريفيوژ ) و 

 اساس بر و جدا روشناور ،g 1200در  دقيقه 20
 ) غلظتBradford, 1972( برادفورد روش

-SDSشد. آزمايش  گيرياندازه كل پروتئين

PAGE  پروتئين ميكروگرم 15با  %12روي ژل 
صورت گرفت  لوب كوماسي با آميزيرنگ و كل

)Shoji et al., 2011( . جهت وسترن بلاتينگ ژل
 از به غشاء نيتروسلولزي منتقل شد و با استفاده

و  كونژوگه مونوكلونال تگ هيستيدين بادي آنتي
P5F سوبستراي

1
PDAB آميزي گرديد (رنگShoji et 

al., 2011 .( 

                                                             
1 . Di-aminobenzidine 
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  Real time PCRو PCR آزمون  براي استفاده مورد آغازگرهاي توالي -1 جدول

Table 1- Oligonucleotide primers used to PCR  and Real time PCR. 
 ژن

Gene 
 گياه

Plant 
 آغازگر پيشرو

Forward Primer 
 آغازگر پسرو

Riverse Primer 

 
HA1 P

T* 
- 5  ́TAATGGACAATCTGGAAGAATGGAA 3´ 5´GAAGTTCATCTTTTTCTCTTTGTGG 3´ 

 
HA1 P

T** 
- 5  ́TGGAGTTTCTTCTGCATGTCC 3´ 5  ́GTTCTGCTGCATCATTTGGA 3´ 

Pآكتين 

H 
Actin P

H 
 كاهو

Lettuce 

5  ́TGATTGGAATGGAAGCTGCTG 3´ 5  ́CAGTGATTTCCTTGCTCATCCG 3  ́ 

Pبتا توبولين 

H 
ß Tubulin P

H 
 سويا

Soybean 

5´GTCGAGTGGATTCCCAACAATG 3´ 5´GAAAGCCTTCCTCCTAAACATGG 3´ 

 
MSC27P

H 
 

 يونجه
Medicago 

5  ́GTTGAAGTAGACATTGGTGCTAACG 3´ 5  ́AGCTGAGTCATCAACACCCTCAT 3´ 

 

 جفت باز)  PCR ،345ژني (محصول  سازه هاي تاييد براي استفاده مورد آغازگر* 

 جفت باز) PCR ،170(محصول Real time PCR بررسي هاي  براي استفاده مورد آغازگر** 

Tژن : HA1 هيونج و سويا كاهو، در موقت صورت به شده بيان 

Hژن برداري رونوشت سطح مقايسه براي داخلي استاندارد : ژن HA1 شده بيان  

 * primers used to verify gene constructs (PCR product: 345 bp)  

**primers used for Real time PCR assey (PCR product: 170 bp) 

T: HA1 gene that expressed transiently in Lettuce, Soybean and Medicago 
H: Internal standard gene for comparison of HA1 gene transcription level 
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 )Aدرصد ( SDS-PAGE 12 توسط ژل E.coliاز  شده استخراج هاي پروتئينينمونه بررسي -4 شكل 

M: هاي پروتئيني حاوي (: نمونه2و1 پروتئيني (شركت فرمنتاز)؛ نشانگرpet28a-HA1 قبل از القا با (

IPTG )1  نمونه پروتئيني حاوي (3ميلي مولار)؛ :pet28a-HA1 ميلي مولار از  1) پس از القا با غلظت

IPTG،  كيلو دالتون مربوط به  40كه باندHA1  است. مشاهدهدر نمونه پس از القا به خوبي قابل

پروتئيني  نشانگر :B (Mن بلاتينگ (توسط وستر E.coliاز  شده استخراج هاي پروتئينينمونه بررسي

 IPTGميلي مولار 1قبل از القا با  E. coliهاي پروتئيني استخراج شده از : نمونه2و  1 (شركت فرمنتاز)؛

كيلو  40(باند IPTG. ميلي مولار از  1پس از القا با  E. coli: نمونه پروتئيني استخراج شده از 3؛  

  باشد).مي HA1وتئين دالتون نشان دهنده وزن مولكولي پر
Figure 4- 12% SDS-PAGE gel analysis of protein samples extracted from E.coli cells 
(A), Lane M: Protein molecular marker (Fermentase); Lane 1 & 2: protein samples 
containing  pet28a-HA1 before 1 mM IPTG induction. Lane 3: HA1 expressed samples 
(pet28a-HA1) after 1 mM IPTG induction. gel analysis of protein samples extracted 
from E.coli cells using western blot analysis (B), Lane M: Protein molecular marker 
(Fermentase); Lane 1 & 2: protein samples extracted from infected E.coli cells with 
pET28-HA1 before IPTG induction, 40 KD band shows HA1 molecular weight; Lane 3: 
protein samples extracted from infected E.coli cells with pET28-HA1 after IPTG 
induction, 40 KD band shows HA1 molecular weight. 

 
با  HA1غلظت  و تعيين انباشت نهايت در
ELISA انجام شد )Shoji et al., 2009اين )، به 

باكتري در  از شده خالص HA1از  كه ترتيب
 استاندارد عنوان به نانوگرم 25 تا صفر هايغلظت
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 در گياهان استفاده پروتئين تعيين غلظت جهت
 ژن با آنتي ELISAپليت  دادن پوشش از شد. بعد

و  كونژوگه هيستيدين پلي بادي آنتي از هاستفاد و
OPDP6Fسوبستراي 

1
Pجذب ،P7F

2
POD در نانومتر 450 در 

نهايي  غظت نهايت، در و شد قرائت تكرار 3
 محلول پروتئين كل از درصد صورت به پروتئين

)TSPP8F

3
Pآمد دست ) به. 

 

 بحث و نتايج
 روش از ژن موقت براي بيان مطالعه اين در

هاي ء و برگخلا تحت آگروباكتريوم انتقال
عنوان ميزبان براي  به سويا و كاهو گياهان يونجه،
استفاده شد. گياه سويا به دليل  HA1بيان آنتي ژن 

قابليت بيان بالا و يونجه و كاهو با توجه به 
قابليت توليد برگ فراوان در طول سال، و امكان 
استفاده مستقيم در جيره غذايي طيور و توانايي 

 Fielerتئين انتخاب شدند (نسبتا خوب توليد پرو

et al., 1997.( آنتي ژن  سازيهمسانه از پس
HA1 بياني  ناقل درpET28aبه هاي، كلوني 
ويژه  آغازگرهاي از استفاده با PCRبا  آمده دست

 به ژني سازه و) 2 شكل( ) تاييد1 جدول( ژني
 ميزان توالي يابي نتايج. يابي شد توالي آمده دست

 HA1ژن سنتزي  توالي با را همولوژي درصد 99
داد. بخشي از نتيجه تعيين توالي سازه  نشان

pET28a-HA1  آورده شده است. به  3در شكل
مربوط به  HA1 نوتركيب اين دليل كه پروتئين

                                                             
1 . Ophenylenediamine 
2 . Optical dencity 
3 . Total soluble protein 

 به باكتري در شده ويروس آنفلوانزاي توليد
 پروتئين استخراج شود،توليد مي نامحلول صورت

 HA1 بيان بررسي .شد انجام روش واسرشته به
 جفت 170 قطعه تكثير با: رونوشت سطح در

 هاينمونه mRNAاز  حاصل cDNAاز  بازي
 HA1از آنتي ژن  برداري رونوشت اينفيلتره شده،

 ACTIN ژن ). تكثيرA -5 شكل( رسيد اثبات به
داخلي در  كنترل ژن عنوان به جفت بازي نيز 160

آزمون  نشان داده شده است. نتايج B-5شكل 
Real Time PCR ژن  آغازگرهاي از با استفاده

HA1 نشان گياه هر براي كنترل ژن آغازگرهاي و 
 HA1ژن  روي از ميزان رونويسي كه بيشترين داد
 كاهو در شده غير اينفيلتره گياه با مقايسه در

 را ژن كمترين بيان سويا كه حالي در شد مشاهده
 -5 شكل( داد نشان برداري رونوشت سطح در
C .(ژن ها، رونوشت الگوي هايداده به وجهبا ت 

 برداري رونوشت تاثيري بر راهنما هايپپتيد
 يك ژن بالاي بيان چون ديگر طرف از. نداشتند
 نيست، پروتئين بيشتر انباشت نشان دهنده هميشه

 اليزا آزمون نهايي، پروتئين بررسي ميزان براي
نهايي  صورت گرفت. به منظور تعيين غظت

 محلول، پروتئين كل از درصد رتصو به پروتئين
-رقت در جذب ميزان اساس بر استاندارد منحني

باكتري، ترسيم  در شده بيان HA1مختلف  هاي
 پلي آنتي بادي با اليزا آزمون ). نتايج6شد (شكل 

 مقدار بيشترين كه نشان داد كونژوگه هيستيدين
 به سمت HA1ژن  كه آمد دست به هنگامي بيان

شد  گذاري هدف) آپوپلاستي( سلولي بين فضاي
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در آپوپلاست گياهان  شده توليد پروتئين و ميزان
 5/2و  2/3،  57/3يونجه، سويا و كاهو به ترتيب 

 ). در7درصد از پروتئين كل محلول بود (شكل 
 شد حاصل هنگامي بيان مقدار بيشترين رتبه دوم

 تجمع اجسام پروتئيني نوتركيب در پروتئين كه

 در فضاي HA1 پروتئين گذاري هدف. يافت
 پروتئين عملكرد بيشترين يونجه، گياه آپوپلاستي

 بيشترين يونجه گياه كل در. داد ارائه نوتركيب را
 .)7داشت (شكل  نوتركيب را پروتئين عملكرد

 
 

  
   

C 
 

 
 كاهو ACTINژن  )، تكثيرRT-PCR)A با  كاهو در HA1بيان  : تاييدHA1ژن  بيان بررسي - 5 شكل

 هايسازه با شده اينفيلتره هاينمونه در HA1بيان ژن  نسبي ) و سطحBداخلي( كنترل ژن عنوان هب

 .)ZERA )C و KDEL ،Extensinراهنماي  پپتيد حاوي

Figure 5- HA1 gene expression assessment: Verification of HA1 expression in lettuce 

with RT-PCR (A), Amplification pf lettuce ACTIN as internal control (B) and relative 
HA1 expression level in infiltrated samples with constructs including KDEL, Extensin 
and ZERA (C). 
 

170bp 
 

200bp 
 

200bp 
 

160bp 
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 افقي بيان شده در باكتري. محور HA1مختلف هايرقت در جذب ميزان اساس بر استاندارد منحني -6 شكل
-مي نشان را) ميكروگرم حسب بر( نمونه در پروتئين غلظت عمودي محور و الايزا وندر آزم جذب ميزان

 .دهد
Figure 6- Standard HA1 curve based on the absorption rate in different concentration of 
bacterial HA1. Horizontal and vertical Axis show the absorption rate in Elisa assey and 
the protein concentration of the samples (µg) respectively. 
 

 
 مورد گياه سه بين). محلول كل پروتئين از نوتركيب HA1 درصد( اليزا آزمون از حاصل نتايج -7 شكل

 كه گرفت صورت زماني نيز توليد پروتئين بيشترين داشت، را پروتئين انباشت بيشترين يونجه بررسي،
 .شد گذاريهدف Extensinراهنماي  پپتيد از استفاده با پلاستآپو در پروتئين

Figure 7- Elisa results (recombinant HA1 percent of total soluble protein). Among three 
assayed plants, medicago had the most protein accumulation in apoplastic space by 
Extensin signal peptide. 

 
 داروهاي نوتركيب و هاپروتئين ليدتو
 در. كشورها دارد و محققان براي ياويژه اهميت

 ها،شامل باكتري مختلفي هايميزبان نيز راستا اين

 توليد عنوان راكتور به گياهان و حيوانات ها، قارچ
 براي ميان گياهان اين از. است شده استفاده كننده
. شوندداده مي ترجيح نوتركيب داروهاي توليد
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 از گياهان كمتر در محصول شده تمام قيمت زيرا
 داروهاي نوتركيب بعلاوه. باشدمي منابع ساير
 عدم وجود علت به گياهان طريق از شده توليد

 عوامل بيماريزاي بويژه و ميكروبي هايآلودگي
 .دارند را بالاتري ايمني انسان، با مشترك
 همسانه پس از طي مراحل حاضر تحقيق در

 پروتئين ، بيانpET28aبياني  ناقل در سازي
 به BL21-DE3ميزبان  سلولدر  HA1نوتركيب 

 و كاهش سلولي پروتئازهاي وجود عدم دليل
با موفقيت انجام  محصول، روي فعاليت پروتئازي

 داشتن پيشبرنده با pET28aبياني  ناقل .شد
 خود از بعد ژني هايتوالي بيان به قادر T7قوي

 به نوتركيب پروتئين بيان از عدب ناقل اين است و
 اضافه 6HisTag نشانگر آن پروتئين آمين انتهاي

 تخليص پروتئين اين نشانگر براي. كندمي
 كروماتوگرافي روش انجام با شده بيان نوتركيب

 اين با نوتركيب محصول. دارد كاربرد ميل تركيبي
 اين و شودمي خالص خوبي تمايلي، به نشانگر
 نظر مورد زايي پروتئينايمني رد تأثيري نشانگر

 .)Arnau et al., 2006( ندارد
-پروتئين خالص سازي و جداسازي امروزه

 روش يك His-tag 6سيستم  با نوتركيب هاي
طوري  ،)Arnau et al., 2006( باشدمي معمول

در  H5N1ويروس آنفلوانزاي  HA1زيرواحد كه 
E. coli  توليد و از سيستمHis-tag 6  جهت

 Khurana et( شدپروتئين استفاده بالاي يص تخل

al., 2010( . سيستم از در مطالعات پيشين
در  KDELو سيگنال پپتيد  His-tag 6تخليص 

آنفلوانزا براي بيان  HAآنتي ژن  كربوكسيلانتهاي 
 Shojiشد (موقت اين پروتئين در توتون استفاده 

et al., 2011(از استفادهنيز  حاضر تحقيق . در 
منجر به تخليص مناسب و  His-tag 6م سيست
 .گرديد باكتري در HA1بالاي  سطوح توليد

اين تحقيق با هدف استفاده از پتانسيل بالاي 
طراحي و اجرا  HA1گياهان جهت توليد پروتئين 

دن به اين هدف لازم است كه گرديد. براي رسي
در سازي از جنبه هاي مختلف صورت گيرد. بهينه

زايش بيان ژن از توالي اين تحقيق جهت اف
 كه افزايش دهنده سيستم بيان گياهي استفاده شد

هاي قبل از كدون آغاز، در ژن از بررسي توالي
هايي با بيان بالا در گياهان بدست آمده است 

)Taylor et al., 2000 .( توالي مورد توافق كذاك
)GCAACA (هاي در مولكولmRNA 

جايگاه آغاز وان يوكاريوتي توسط ريبوزوم به عن
 ). Wang et al., 2004( شودترجمه شناخته مي

سازي ز عوامل بسيار مهم جهت بهينها
توان هاي نوتركيب ميهاي توليد پروتئينسيستم

گيري پروتئين دفبه انتخاب پروموتور قوي، ه
مورد نظر به بافت مناسب گياه و نيز قرار گرفتن 

شاره پروتئين در جايگاه مناسب در داخل سلول ا
در مطالعات مختلف به منظور افزايش نمود. 

پايداري پروتئين توليد شده در داخل سلول با 
ه آن را به شبك KDELاستفاده از توالي 

اين توالي اند زيرا آندوپلاسمي هدف گيري نموده
شود. موجب افزايش بيان پروتئين نوتركيب مي

 ،KDEL توالي كردن اضافه از ديگر هدف
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 دستگاه به شده توليد پروتئين دورو از ممانعت
 گلژي، سيسترون غشاي در. است گياه گلژي

 اضافه نوتركيب پروتئين به گياهي هايگليكان
 هايپاسخ انسان بدن در هاگليكان اين كه شودمي

 حضور كه حالي در شوند،مي موجب را ايمني
 دستگاه به پروتئين شدن وارد از KDEL توالي
 Asgharzadeh et( وردآمي بعمل ممانعت گلژي

al., 2015( .اثر  بار براي اولين KDEL تجمع بر 
 و بذور آندوپلاسمي شبكه در پروتئين ويسيلين

 1992اين پروتئين گزارش شد ( پايداري افزايش
Wandeltt et al.,(. ه محققان گزارش كردند ك

هاي مربوطه اين توالي به خوبي توسط گيرنده
توليد ي پروتئين شناسايي شده و موجب نگهدار
شود. اين مقدار شده در شبكه آندوپلاسمي مي

برابر حالتي كه از توالي  100افزايش توليد (تا 
KDEL  استفاده نشود) به دليل قرار گرفتن

پروتئين در شبكه آندوپلاسمي و در امان ماندن 
 Schouten etآن از تجزيه توسط پروتئازها است (

al., 1996ن توالي ). هدف ديگر از افزودKDEL ،
ممانعت از ورود پروتئين توليد شده به دستگاه 

ت. در غشاي سيسترون گلژي، گلژي گياه اس
اهي به پروتئين نوتركيب اضافه هاي گيگليكان

هاي سخشود كه اين گليكان ها در بدن انسان پامي
شوند. نتايج محققان نشان ايمني را موجب مي
بالا از قرار با كارايي  KDELداده است كه توالي 

در دستگاه گلژي ممانعت به عمل گرفتن پروتئين 
 اي بهدر مطالعه). et al., 2001 Frigerioآورد (مي

 H5N1( ويروس HA ژن آنتي موقت بيان طور

(A/Indonesia/05/05 شبكه درون به كه 
 توتون گياه در بود شده گيري هدف آندوپلاسمي

 شده دتولي قرار گرفت و پروتئين ارزيابي مورد
 وزن كيلوگرم بر گرم ميلي 60( بالايي بيان سطح

 2009داد ( نشان گياهي سيستم در را) گياه تر
Shoji et al.,(. در تحقيقي ديگر بيان 

 /A/Viet Namويروس ( HA گليكوپروتئين

1194/2004(H5N1  برش نيز و كامل طور به 
 متفاوت هاي گيريهدف با موقت طور به خورده

 و سيتوزول آندوپلاسمي، هشبك آپوپلاست،(
قرار  ارزيابي مورد توتون گياه در) كلروپلاست

 مشاهده بيان بيشترين كه داد نشان نتايج. گرفت
 در يافته تجمع هاينمونه به به ترتيب مربوط شده

 2012باشد (مي آندوپلاسمي آپوپلاست و شبكه
Mortimer et al.,(. تراريخت، هايسلول در 

 طور به را خود نقش تواندنمي KDELتتراپپتيد 
 ) زيرا تجمعMovafeghi, 2006كند ( ايفا كامل

 شبكه در راهنما توالي داراي هايپروتئين
 است، طبيعي هايسلول بيش از آندوپلاسمي

هاي گيرنده اشباع امر مي تواند سبب همين
KDEL پروتئين بيشتر بيان به توجه با. شود 

 به نسبت يونجه گياه درKDEL داراي  نوتركيب
 احتمالا كه نتيجه گرفت توانمي كاهو و سويا
يونجه  هايسلول در KDELهاي گيرنده تعداد
با مقايسه اثرات  .)7است (شكل  بوده بيشتر

KDEL  وZERA بر ميزان پروتئين توليدي، نتايج 
ELISA راهنماي پپتيد كه داد نشان ZERA با 
 بيشتري نقش پروتئيني اجسام در HA1 انباشت
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 آن داراي گياهان زيرا. )7است (شكل نموده اايف
 و اندداده نشان بيشتري يكنواختي راهنما پپتيد
 گزند از نوتركيب پروتئين حفظ دليل به اين شايد

 اما. باشد گياهي هايسلول درون پروتئازهاي
 بر مبتني صورت به KDEL راهنماي پپتيد چون

 ها،گيرنده اين اشباع با كندمي عمل گيرنده
-مي تجزيه احتمالا و آزاد سيتوسول در روتئينپ

 ZERA راهنماي پپتيد بهتر اثر .)7شود (شكل 
 اجسام در پروتئين بندي بسته از ناشي تواندمي

باشد  سلولي ديواره نزديك در انباشت يا پروتئيني
)Torrent et al., 2009.( 

 Extensinژن  راهنماي پپتيد از استفاده
 در HA1روتئين تجمع پ افزايش سبب هويج
نوعي  طريق بدين و شد سلولي بين فضاي

 پروتئين تجمع محل بين فيزيكي ممانعت
هدايت  .آورد به وجود پروتئازها و نوتركيب

پروتئين به بخش آپوپلاستي، منجر به افزايش 
ميزان پروتئين توليدي و همچنين بالاتر رفتن 

هاي روتئيندرصد پروتئين نوتركيب در ميان كل پ
 .)7(شكل  گرديددر گياهان مورد بررسي  محلول

بر تسهيل در استخراج پروتئين، اين روش علاوه 
هاي همراه، اند به دليل آلودگي كمتر پروتئينتومي

هزينه پايين دستي مرتبط به تخليص پروتئين را 
 گذاري آنزيم هدف با ايدر مطالعهكاهش دهد. 

 تربيش فيتاز برابر 20 سلولي، بين فضاي در فيتاز
 Richardson 2001( مدآ بدست در آرابيدوپسيس

et al.,(. ژن آنتي بيان HA ويروسH5N1 

(A/Viet Nam/1203/2004)  بيان سيستم تحت 

 شبكه در محصول گيريهدف با و موقت
 مورد توتون گياه در آپوپلاست و آندوپلاسمي

با  HA1بيان بالاي آنتي ژن  و گرفت قرار بررسي
 مدبه دست آآپوپلاست  هدف گيري پروتئين به

)2009 Spitsina et al.,( .كارآيي نيز ما نتايج 
 گذاريهدف براي پپتيد راهنما اين مناسب

  .تاييد نمود را نوتركيب پروتئين هاي
 اساس بر توالي سازيبهينه رسدمي نظر به
 بيان ميزان در زيادي گياهي تاثير كدون ترجيح
 از يكي ژني توالي سازيبهينه امروزه. استداشته

هاي ژن ترجمه و رونويسي افزايش راهكارهاي
 گياه مورد در تحقيق اين در كه باشدمي خارجي

 mRNAهاي رونوشت افزايش. مشاهده شد كاهو
 پروتئين بالاي به سطوح منجر تواندنمي الزاماً ژن

 فراواني درصد 20-40حدود  تنها زيرا. گردد
 Nieت (اس تعيين قابل mRNAغلظت  با پروتئين

et al., 2006به ها،نهايي پروتئين ). غلظت 
-هدف .دارد بستگي نيز تجزيه و ترجمه سرعت

 فضاهاي و هااندامك سمت به هاپروتئين گذاري
 سلولي پروتئازهاي ميزان آنها در سلولي كه بين

 نوتركيب پروتئين افزايش بازده سبب است كمتر
 وگياه كاه در رونويسي دستگاه اگرچه. شودمي

 اما استكرده عمل يونجه و سويا از بهتر بسيار
 است. كمتر بوده HA1نهايي پروتئين  ميزان

 و يونجه گياهان، VP2ژن  موقت بيان در
 توليد براي بيشتري كاهو پتانسيل به نسبت توتون

 ,.Pourseydi et alاند (داشته نوتركيب پروتئين

 HA1 آنتي ژن بيان در ما نتايج با كه) 2009
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 در كه داد نشان ما نتايج همچنين. دارد بقتمطا
 سطح در ترپايين بيان يونجه عليرغم گياه

پروتئين  گذاريهدف با ،نسبت به كاهو رونوشت
 نوتركيب پروتئين سلول، مناسب جايگاه در

 ترجمه دستگاه بيانگر آمد كه دست به بيشتري
 كاهو داراي برگي بافت. است يونجه قدرتمند
 خوبي ثبات هاپروتئين و است يبالاي آب محتواي

 كاهو اما شوندمي تجزيه و نداشته اين شرايط در
 هزينه و كم تركيبات آلكالوييدي داشتن به دليل

توجه است  مورد دست پايين فرآيندهاي كمتر
)Hefferon, 2010مناسب اهداف از نيز ). سويا 

 توليد آنتي بادي كه طوري است زراعت مولكولي
 است هاييپروتئين جزو معدود گياه اين در شده

 et al., 2004( استشده باليني فاز وارد كه
Fischer .( 

به طور كلي نتايج حاصل از اين تحقيق 
نشان دهنده اين است كه با توجه به رفتار بياني 

از خاص هر پروتئين در محيط سلول، استفاده 
ز تواند يكي اروش اگروباكتريوم تحت خلاء مي

هاي بياني و براي بررسي سازههاي مناسب روش
 et al., 2000ميزان بيان ژن در گياهان باشد (

Giddingيونجه گياه نتايج به اين توجه ). با 
در  دارد HA1پروتئين  توليد براي خوبي پتانسيل

 در و كمتر سويا گياه در توليد ميزان كه حالي
 اين رسد توليدبه نظر مي .است كم بسيار كاهو

پايداري  و يونجه درگياه بالاتر ظتغل با پروتئين
است كه محيط آپوپلاستي موجب شده در آن

 ميزان بيشتري از اين پروتئين توليد گردد. توليد

 قابليت با يونجه گياه در نوتركيب HA1 پروتئين
 چند مناسب، قابليت كشت بالا، توليد پروتئين

 هر در سال برگ در تن 30 توليد و برداشت چين
 & Fischerاست ( يافتني دست لتسهو به هكتار

Schilberg, 2004( .توجه به خوراكي بودن اين  با
پروتئين نوتركيب براي طيور و استفاده از اين 
گياهان علوفه اي به ويژه يونجه در خوراك مرغ، 

-برگ بتوان هائيانجام بررسي با رسدمي نظر به

در  مستقيماً را نوتركيب پروتئين اين حاوي هاي
 كاهو گياه .كرد مصرف هاائي جوجهغذ جيره

 نسبت به حتي بيشتري بيوماس عملكرد اگرچه
 رسدمي هكتار در تن 30 حدود به و دارد يونجه

 98ود هاي برگي پر آب كه حدبافت حضور ولي
 دهد، عاملي برايدرصد آن ها را آب تشكيل مي

 در آن است و پايداري و پروتئين عملكرد كاهش
 توليد براي كمتري قابليت سويا يونجه و با مقايسه

 Schilberg (2004) &نتايج  دارد و پروتئين اين
Fischer  وHashemi et al., (2005)  را تاييد

اولين گزارش مبني بر  نتايج حاصل كند.مي
استفاده از روش اگرواينفيلتراسيون به منظور توليد 

كه راه  باشدميمختلف در گياهان  HA1آنتي ژن 
 .سازدام تحقيقات بيشتر هموار مياي انجرا بر

 تنها موقت بيان مراحل همه پژوهش اين در
 نگراني بدون و آزمايشگاهي امكانات از استفاده با
 داده شد نشان و شد انجام محيطي آزادسازي از
يونجه،  گياهان در بيان امكان HA1ژن آنتي كه

 با شده توليد ژنآنتي اين و داشته را سويا و كاهو
 قابل هيس تگ كونژوگه باديآنتي از هاستفاد
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بررسي،  اين در كهآنجايي از. باشدمي شناسايي
 كل از يمناسب سطح در نظر مورد ژنآنتي

 توانمي شد، توليد انگياه در توليدي هايپروتئين
 ميزان روش اگرواينفيلتراسيون از گيريبهره با

 نامكا براي و كرده توليد را ژنآنتي از بالايي نسبتا
 مناسب ايمني پاسخ برانگيختن و باديآنتي توليد

. داد قرار بررسي مورد حيوانات آزمايشگاهي در

 در ژنآنتي اين بيان امكان به توجه با همچنين
 و مناسب ساختار حفظ و يونجه، سويا و كاهو

اين  ادامه، در مي توان آن، ژنيك آنتي خواص
 فونتع عليه بالقوه واكسن يك عنوان به راگياهان 

 قرار پايدار تراريزش تحت آنفلوانزاي پرندگان
 .داد
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Abstract 
 

HA1 antigen is the major host protective immunogen of the highly pathogenic H5N1 
avian influenza A virus (AIV), which leads to great pandemics and epidemics throughout the 
world. Plants are now gaining widespread acceptance as a general platform for the large scale 
production of recombinant proteins like influenza vaccines. In present study HA1 antigen of 
H5N1 was expressed in Alfalfa (Medicago sativa), soybean (Glycine max) and Lettuce 
(Lactuca sativa) leaves using agro-infiltration. Also the effect of three signal peptide 
including KDEL, Extensin and ZERA which cause protein accumulation respectively in 
endoplasmic reticulum, apoplastic space and protein bodies, were analysed. 72 hours after the 
agro-infiltration, qRT-PCR results showed that lettuce and soybean respectively had the 
maximum and minimum of HA1 transcripts. The expression of HA1 was detected in leaves 
extracts by ELISA method. The highest expression was detected in alfalfa leaves with 
apoplastic signal peptide while the lowest expression was found in lettuce despite the highest 
transcription rate. The results showed that using agro-infiltration system in alfalfa plant with 
apoplastic signal peptide was the appropriate strategy for HA1 antigen production in the 
assayed plants. 
Key words: Agro-infiltration, Alfalfa, HA1 antigen, Lettuce, Soybean.  
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