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29/10/1396، تاريخ پذيرش: 01/05/1396تاريخ دريافت:   

  چكيده
در  هياهاي گيتدر بافهاي نوتركيب امروزه تقاضا براي توليد پروتئينبا توجه به افزايش جمعيت جهان، 

 سب مدنظرفي مناهاي موئين بخاطر زيست توده و ثبات ژنتيكي بالا به عنوان بافت هد.  ريشهحال افزايش است
درماني و  ، به عنوان يكي از مهمترين فاكتورهاي رشد با كاربردBMP2تنظيمي  مي باشند. گليكوپروتئين

 از ،مناسب نيسازه ژ بافت مطلوب و مناسب، ميزبان گياهيانتخاب باشد. تحقيقاتي در مهندسي بافت مطرح مي
 طالعه حاضرم اين هدف، در حصولراستاي  در .استين نوتركيب ئبردن ميزان توليد پروت بالا عوامل مهم در

  رار گرفت.قبررسي  موردكلزا  و توتون گياهان تراريخت يينهمو هايهريش در  BMP2پروتئين نوتركيب توليد
در  وجهت افزايش بيان   KOZAKو UTR) TMV (5′هاي، تواليBMP2براي تهيه سازه ژني، در بالادست ژن 

گهدارنده بعنوان سيگنال ن  KDELتوالي شش تايي هيستيديني جهت تخليص پروتئين و توالي پايين دست ژن،
د. براي شبيان CaMV 35S اين توالي ژني تحت كنترل پيشبرنده . پروتئين درشبكه اندوپلاسمي تعبيه شدند

زا لدوني كلكوتي و انتهاي به عنوان گياه مدل هاي برگي توتون يك ماههونهانتقال سازه ژني مذكور به ريز نم
ريشه  پس از رشد استفاده گرديد. Agrobactrium rhizogenes از باكتريبه عنوان يك گياه زراعي شش روزه 

 در عين انجام گرفت. RT-PCRبا روش  رونويسي ، تاييد درسطح PCR روشهاي موئين و غربالگري آن ها به 
. رفتيذورت پصوسترن  يو لكه گذار زايآزمون الا يها با روش زبانيدر م بينوترك نيپروتئ انيب دييحال، تا

 باشد،يم يرماندركيب ينه براي توليد فاكتورهاي نوتياين تحقيق بيان گر كارايي بالاي سيستم ريشه هاي مو جينتا
  .سازدزيستي مطرح مي  يكه استفاده از آنها را در رآكتورها

  .كلزا ،ريشه موئين ،توتون ،كشاورزي مولكولي ،BMP ،پروتئين نوتركيب: كليدي كلمات
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پايه بر توليد هايسيستم امروزه پتانسيل بالاي

هاي نوتركيب  ينئپروت توليد براي گياهي ي ميزبان

سيستم هاي بياني و . )Yoo, 2014( اثبات شده است

بودن مزايايي چون  توجه به دارا با ميزبان هاي گياهي

صحيح محصول  ساختار تر،پايين دتولي هزينه

فرايند  يكسانتقريبا  مشابهتو  يني نوتركيبئپروت

 ترجمه همچون گليكوزيلاسيون با تغييرات پس از

 ديگرهاي بياني هاي جانوري نسبت به سيستمسلول

 ,da Cunha( مي باشند برخورداراي از اهميت ويژه
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 ,Castilho( شوندو يا ريشه هاي مويين توليد 

-دارو مانند هاي درمانيينئتاكنون انواع پروت .)2012

هاي نوتركيب واكسن و حدزيروا هاي زيستي انساني،

غير درماني پروتئين هاي هاي نوتركيب و آنتي بادي

هاي مختلف با موفقيت در ميزبان مانند تريپسين

 ,.da Cunha et al( اندو تجاري شده گياهي توليد

2014; Yoo, 2014( .يهاي رشدفاكتور Bone 

Morphogenetic Proteins )BMPs (يعضوخانواده 

 از بوده و )TGF- βفاكتورهاي رشد ترانسفرمي بتا (

مسيرهاي تمايز  مي درگير دريهاي تنظگليكوپروتئين

 ,Capra P( باشندميهاي بنيادي مزانشيمي سلول

در تبديل مرحله جنيني اين فاكتورهاي رشد  .)2009

در  وشته ها به بافت استخواني نقش اساسي داسلول

- بافت استخواني جانوران به وفور يافت مي

نوع از  20ژنوم انسان  در. )Sieber C, 2009(دنشو

ترين آنها له مهمجم شود كه ازمي اين فاكتورها كد

فاكتور  نمود،اشاره  BMP7و  BMP2توان به مي

بعنوان يك فاكتور قوي در استخوان زايي  دوي شماره

هاي رغم كاربردعلي . )Tang, 2012( است مطرح

 استخواني، ضايعات فاكتور در ترميم درماني اين دو

 ه علتبمشكلاتي چون عدم مقرون به صرفه بودن 

كلات و مش عوارض جانبي ،بالامصرف دوز 

كمي و كيفي به بهبود  نياز ،استخراج و خالص سازي

- يكي از راه حل  كرده است. اين محصول را ايجاد

اي با هBMPهاي فائق آمدن بر اين مشكل استفاده از 

است كه در دوز كمتري ر قابليت فيزيولوژيك بالات

 ,Tang( مي باشد ،قادر به القاي بافت استخواني باشند

فت مهندسي ژنتيك طي ساليان شربا پي .)2012

هاي در سيستم BMP2بيان فاكتور نوتركيب  ،گذشته

هاي سلولي جانوري لاين ، E. coliمختلفي از جمله 

در حتي  و CHO، COS هايهمچون سيستم

 قرارگرفته است بررسي مورد ابريشملاروهاي كرم 

)Tang, 2012( .معايبي چون مذكورهاي سيستم ،

فعاليت زيستي پايين و  ميزان كم محصول، ،هزينه بالا

 مشترك ي آلودگي به عوامل بيماري زايبالا خطر

 ,Ishida( دارند بر در ويروس) راو  (پريون انساني

 هايبافت ،نوتركيب محصولات توليد جهت. )1994
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- ميريشه  ميوه و ،ربذ ازجمله برگ، ،گياه مختلف

 استفاده مناسب بستر توليدي يك عنوان به تواند

ه ب ينموئ هايريشه هادر ميان اين ميزبان .شوند

 سطح در وريبهره امكانآسان بودن  همچون دلايلي

 و ها هورمون به عدم نياز بالا، رشد سرعت صنعتي،

، برتري نسبي به ساير ژنتيكي محتوايبيشتر پايداري 

 ,Häkkinen( هاي تراريخت گياهي دارندبافت

 توليد فاكتور نوتركيببراي  ما تحقيق،اين  در. )2013

توتون و  هايچهگياه) BMP2 )rhBMP2 انساني

 ي موئينهاي ريشهتوليد زيست توده هدفبا  را كلزا

   .داديمقرار  استفاده مورد تراريخت

  

  هامواد و روش

  pBI121/BMP2 سازه ژني طراحي و ساخت

بيان پروتئين براي بالا بردن اين تحقيق  در 

از توالي كزاك و  ،گياهي هايميزباننوتركيب در 

ويروس  يغيرترجمه شونده نوكلئوتيدي اليتو

 بالا دست كدوندر ) TMV )Ω موزائيك توتون

ايجاد  براي. )Lucy W, 2012( شروع استفاده شد

جايگاه  نقش آن بررسيو   Ω امكان حذف توالي 

و به منظور  KOZAKدر بالا دست  BamHI برشي 

 XbaIجايگاه برشي  '5ناحيه در همسانه سازي سازه

 .تعبيه شد SacIجايگاه برشي آن  '3در ناحيه  و

ديني شش تايي و پپتيد يي هيستيك دنباله همچنين

ي تئين به شبكهبراي انتقال پرو KDEL ينشانه

 شد. در نظر گرفتهآن  5′در قسمت و ندوپلاسمي ا

ترجيح بعد از بهينه سازي  ي نوتركيباين سازه

براي سنتز مصنوعي به در نهايت  كدوني گياهي

 .فرستاده شد .Shinegene Biotech Co)( شركت

دريافت در ناقل  پس ازساخته شده سازه ژني 

pUC19، گياهي بياني در ناقل pBI121 تحت 

سازي  ههمسان زير CaMV 35S پيش برنده كنترل

 نوتركيب ژنيهاي انتقال سازه  .)1(شكل  شد

pBI121/BMP2 BMP2 & Ω pBI121/ ا واسطهب 

Agrobacterium rhizogenes به 15834 يسويه 

 ,Bhalla(هاي گياهي انجام پذيرفت ريزنمونه

يك  توتون ي گياهانبرگهاي ريز نمونه .)2008

 Nicotiana tabacum cv. Samson   ماهه دو گونه

و انتهاي كوتيلدوني  Nicotiana benthamianaو  

 .Brassica napus cv( شش روزه هايكلزا يجوانه

PF-7045-91با (Agrobacterium rhizogenes 

 pBI121/ΩBMP2ناقل سازه هاي  15834ي سويه

& pBI121/BMP2 لاين . غربالگريلوده شدندآ -

بر روي  و واكشت آن هاهاي تراريخت با انتقال 

ي مختلف هامحيط انتخابي حاوي غلظت

ميلي  12و  8، 5به ترتيب (غلظت هاي  كانامايسين

هاي هاي كلزا و غلظتگرم در ليتر براي ريز نمونه

هاي ميلي گرم در ليتر براي ريز نمونه 100و  75

       صورت گرفت. توتون)
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اي ب) سازه دار TMV. الف) سازه فاقد توالي BMP2حاوي ژن نوتركيب  pBI121نقشه ناقل   -1شكل 

  .TMVتوالي افزاينده 
Figure 1- The vector map of pBI121 containing recombinant BMP2 gene. The above 

construct lacks TMV sequence and the below construct has a TMV inducer sequence.   

  

براي هر كدام  ي گياهيگونه هردر نهايت از 

 تراريخت حاصل ينريشه موئ لاين 20 هااز سازه

محيط از  كلزا ينئهاي موبراي رشد ريشه شد.

. )Murashige T, 1962( استفاده گرديد MSكشت 

ي گونهو  N. tabacumهاي گونه براي رشد ريشه

N. benthamiana  محيط كشت رشدي ازB5 

  .)Larsen, 2012(استفاده شد 

  

  
  

ئينه هاي موكه ريشه (چپ) كلزا دمبرگ هاي لپه ايو  (راست) برگي توتون جداكشتهاي نمونه -2شكل

  اند. جوانه زده از آنها
Figure 2- Tobacco leaf explants (right) and cotyledonary petioles of canola (left) in which 

the hairy roots have emerged.    
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 هايژنومي از ريشه DNAاستخراج 

ي رشد يافته در محيط انتخابي روزه 20موئين

عنوان ه ب ژنوم. از )Kang, 2004( صورت گرفت

ژن  هاي اختصاصيآغازگر به همراه الگو

rhBMP2  ي مراز (اي پلزنجيرهدر واكنشPCR (

مربوط  mRNAتاييد وجود  جهت .دگردي هاستفاد

 روش از مثبت PCRهاي در لاين rhBMP2به 

RT-PCR  شد هاستفاد )Hoffmann.B, 2013( .

 RNX-Plusكيت استفاده از باتام  RNAاستخراج 

)SinaClon BioScience Co.( صورت پذيرفت. 

براي اطمينان از حذف  RT-PCRقبل از انجام 

 تيمار ژنومي احتمالي از DNA آلودگي كامل

) .RNase-free DNase I )TaKaRa Co يآنزيم

 cDNAرشته ي  سنتز ادامه، در و دگردي استفاده

   .صورت پذيرفت mRNA روي الگوياز 

پروتئين  هاي تراريخت،بافت تازه ريشه از

 5/0از هر لاين مقدار  استخراج شد. تاممحلول 

هاون چيني استريل حاوي نيتروژن  در ريشهگرم 

يك . منتقل شد هاي استريلبه ويال و مايع پودر

 PBS, pH( ينپروتئ اجاستخربافر  از ليترميلي 

-5mM EDTA 5mM 2, به همراه )6.0

mercaptoethanol 2وmM PMSF 

(Phenylmethylsulfonyl Fluoride)    اضافه و

و غلظت  استخراج انجام گرفت دستورالعملطبق 

پروتئين تام استخراجي با روش برادفورد تعيين 

بعد از تاييد بيان  .)Bradford, 1976( گرديد

mRNA هاي كمي رسيژن نوتركيب براي بر

- لاين تا يزا گذاشته شد،پروتئين آزمون سنجش الا

براي لكه گذاري  كه بيان بيشتري داشتندهايي 

 انتخاب شوند )Western blot( كيفي پروتئيني

)Cornuault, 2011; Illana.V.O, 2012(. 

 NUNCLON) تايي 96در پليت  يزاالا ساندويچ

Co. Denmark) براي هيبريداسيون با آنتي بادي 

)HRP-Conjugate (آنتي His-tag )Sigma Co. 

واكنش  نوري جذبسپس . گرديدانجام ) 1:1000

  شد.خوانش متر نانو 450طول موج در 

هاي تراريخت ناستخراجي لاي تاموتئين پر

 درصد 12حاوي  SDS-PAGEتوتون بر روي ژل 

بارگذاري مقدار  .آكريل آميد جداسازي شد

 ها بروتئين از هر كدام از نمونهپر محلول مساوي

ها از پس از جدا شدن پروتئين انجام شد. روي ژل

 آنها را به غشاي ،يكديگر بر اساس وزن مولكولي

PVDF )BIO-RAD Co.(  با توجه  .گرديدمنتقل

دنباله ي  "3به اينكه در كاست ژني در انتهاي 

هيستديني بكار برده شد بنابراين براي شناسايي 

پروتئين نوتركيب از آنتي بادي استفاده شد كه به 

هيبريداسيون  شود.ميدنباله ي هيستديني متصل 

) Sigma 1:1000(كانجوگه  HRPآنتي بادي 

كه اين  دنباله هيستديني نده به)عليه(متصل شو

جود دارد انجام و rhBMP2تايي در انتهاي 6دنباله 
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با كيت وسترن  روي غشاگذاري بر  لكه گرفت.

 گرفت م) انجاNAJM Biotech CO. Iran(بلات 

)Chankova, 2013; Martina D, 2016(. ه ب

ي تراريخت جهت بيان منظور حصول زيست توده

BMP2 هاي ريز نمونه هاي گياهي،در ميزبان

 هاي مورد آزمايش با اگروباكتري نوتركيب، گونه

زيست گرم  2ميزان روز 14پس از تيمار شدند و 

گرم  7/1و   N. tabacumي گونه ي توليديتوده

هاي اما ريشه .بود N. benthamiana يگونه

منظور تاييد هب كلزا رشد مناسبي نداشتند. موئين

هاي رشد يافته در محيط انتخابي يختي لاينترار

با  كانامايسين دار از واكنش زنجيره اي پليمراز

آغازگرهاي رفت و برگشت اختصاصي ژن 

BMP2  استفاده شد. نتايج حاصله تراريختي

نتايج  تاييد كردند. ها ريشه موئين راژنومي لاين

روي  اي پلي مراز زنجيرهغربالگري واكنش 

DNA است،  نشان داده شده 3كل ژنومي در ش

 .بودنوكلئوتيد  380ي تكثير شده طول قطعه

 

 

 
 DNAاز روي  PCR هاي تراريخت از طريقغربالگري ريشه تصوير الكتروفورز ژل آگارز به منظور  -3شكل 

ر وزن . نشانگN. tabacum( :Mو  N. benthamiana( هاي توتونالف. نمونه .نوكلئوتيد) 380ژنومي (طول قطعه 

 .Nهاي تراريخت . لاين26-14؛ N. tabacumهاي تراريخت . لاين13-1)؛ bp Fermentas 100مولكولي (

benthamiana كنترل مثبت (27؛ .pUC19/BMP2 حاصل از اگروباكتري  . كنترل منفي(ريشه موئين توتون28)؛

. كنترل مثبت 1)؛ bp Fermentas 100. نشانگر وزن مولكولي (Mهاي كلزا: ب. نمونه ).فاقد سازه ژني

)pUC19/BMP2 كلزا حاصل از اگروباكتري فاقد سازه . كنترل منفي (ريشه موئين 14هاي تراريخت؛ . لاين13-2)؛

  .)ژني
Figure 3- Agarose gel electrophoresis for screening of transgenic roots by PCR using genomic DNA 

(the target fragment is a 380 bp band). Left image shows the gel containing tobacco samples (N. 

benthamiana and N. tabacum): M, 100 bp molecular weight marker (Fermentas); 1-13. Transgenic 

lines N. tabacum; 14-26. Transgenic lines N. benthamiana; 27. Positive control (pUC19 / BMP2); 28. 

Negative control (tobacco hairy root derived from Agrobacterium without gene construct). Right 

image shows the gel containing canola samples: M, 100 bp molecular weight marker (Fermentas); 1, 

Positive Control (pUC19 / BMP2); 2-13. transgenic lines; 14. Negative control (canola hairy root 

derived from Agrobacterium without gene construct). 
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منظور بررسي هپس از تاييد تراريختي ژنومي، ب

واكنش زنجيره  mRNAدر سطح  BMP2مولكولي 

اي پليمراز با آغازگرهاي اختصاصي رفت و 

مربوطه انجام  cDNAبر روي  BMP2برگشتي ژن 

 را تاييد كردند. mRNAايج حاصل حضور نت شد.

ي تأييد حضور دهنده نشان كه RT-PCRنتايج 

mRNA  مربوط به ژنrhBMP2 در شكل ، باشندمي

ي تكثير شده طول قطعه. است شده نشان داده 4

  .بودنوكلئوتيد  380

  

  

 الف 

1 2 M 3                                                        15 1                                                           13 14 15  M 

 ب
 

-RT قيز طرا ختيترار هاي شهير يقطعات مربوط به غربالگر تصوير الكتروفورز ژل آگارز -4شكل

PCR هاي لاين: الف. )دينوكلئوت 380(طول قطعهN. benthamiana  وN. tabacum :3-15.  لاين

 .M)؛ DNAحاوي آب به جاي  (نمونه شاهد . كنترل منفي2؛ )pUC19/BMP2( . كنترل مثبت1تراريخت؛ 

. 14تراريخت؛  لاين 13 تا B.napus :1هاي لاين. ب .)Ladder Mix Fermentas( مولكوليوزن  نشانگر

 Ladder Mix( . نشانگر وزن مولكوليM(نمونه شاهد)؛  . كنترل منفي15؛ )pUC19/BMP2( كنترل مثبت

Fermentas(.  
Figure 4-. Agarose gel electrophoresis of the fragments amplified from transformed roots 

using RT-PCR (the target fragment is a 380 bp band); Left image shows the gel containing 

the fragments of the lines of N. benthamiana and N. tabacum: 3-15. transgenic line; 1. 

Positive control (pUC19 / BMP2); 2. Negative control (control sample containing distilled 

water instead of DNA); M. Ladder mix (Fermentas). Right image shows the gel containing 

B.napus lines: 1 to 13, transgenic lines; 14, Positive control (pUC19 / BMP2); 15. Negative 

control (blank sample); M. Ladder mix (Fermentas). 

  

ي در اين مرحله به دليل عدم توليد زيست توده

استخراج ي كلزا، هاي موئينمناسب از ريشه

جهت انجام آزمون هاي مرتبط با پروتئين تام 

هاي بنابراين نتايج بررسيپروتئين ممكن نبود، 

 استخراجيتام  نيمولكولي پروتئين فقط براي پروتئ

شد. ي توتون انجام هاي تراريخت دو گونهاز لاين

هاي هاي غلظت پروتئيني در نمونهپس از بررسي

RT-PCR  مثبت مختلف با آزمون برادفورد، از هر
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نمونه غلظت يكساني از پروتئين تام را در آزمون 

كه نتايج حاصل بيانگر گرديد، الايزا استفاده 

هاي مختلف را دارند. هاي بياني در لاينتفاوت

 ه است.اده شدنشان د 5آزمون الايزا در شكل  نتايج

جهت تاييد كيفي بيان پروتئين از واكنش وسترن 

بلات با آنتي بادي ضد توالي هيستديني استفاده شد 

هايي كه كه بر اساس نتايج به دست آمده از نمونه

مربوطه  ODدر آزمون كمي الايزا بيشترين جذب 

را داشتند انجام شد. نتايج حاصله كه تاييد بيان ژن 

آورده شده  6ست در شكل در سطح پروتئين ا

  است. 

0
0/5

1
1/5

2

OD

الف

        

0

0/5

1

1/5

OD

ج

0
0/2
0/4
0/6
0/8

OD

ب

0

0/5

1

1/5

OD

  د
اثير ت(بيان تحت  a,؛ N. tabacum :N.T(Nicotiana tabacum)هاي . نمونهالف: نتايج آزمون كمي الايزا -5شكل

ثير توالي امگا)؛ (بيان بدون تاN. tabacum: .b هاي نمونه .ب هاي بررسي شده.تعداد لاين 114تا  101توالي امگا)؛ 

 a؛ N. benthamiana :N.B(Nicotiana benthamiana) هاي نمونه .ج .هاي بررسي شدهلاين تعداد 129 تا 116

(بيان  N. benthamiana :bهاي . نمونهد .هاي بررسي شدهتعداد لاين 214 تا 201(بيان تحت تاثير توالي امگا)؛ 

  .هاي بررسي شدهتعداد لاين 229 تا 216بدون تاثير توالي امگا)؛ 
Figure 5- Quantitative test results of ELISA: Upper left image shows N. tabacum samples: N.T 

(Nicotiana tabacum); a, expression affected by omega sequence); 101 to 114 numbers of studied 

lines. Upper right image shows N. tabacum samples: b, expression without omega sequencing; 116 

to 129 numbers of studied lines. Left bottom image shows N. benthamiana samples: N.B (Nicotiana 

benthamiana); a, expression affected by omega sequencing; 201 to 214, numbers of examined lines. 

Right bottom image shows N. benthamiana samples: b (expression without omega sequence); 216 to 

229 numbers of studied lines. 
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: IMAGE SCANNING Typhon(Amersham Co. UK)آشكار سازي قطعات پروتئيني توسط دستگاه  -6شكل

 E. coliدر توليد شده  His-tagحاوي توالي  كه rhBMP2غير از  ي كنترل مثبت پروتئين نوتركيبنمونه -1چاهك 

 ؛را داشت) OD(در واكنش الايزا بيشترين  N.T a,105لاين توتون . 2چاهك؛ جهت تاييد واكنش لكه گذاري

 .N.7چاهك ؛ N.B a, 212. 6 چاهك ؛N.B a,207. 5چاهك ؛ N.T b,121. 4چاهك ؛ N.T a,108. 3چاهك

benthamiana ) تغليظ شده با اولترا فيلتر آميكون پروتئينMillipore Co. 8چاهك )؛ .N.B b,217 9چاهك ؛ .N. 

tabacum ) تغليظ شده با اولترا فيلتر آميكون پروتئينMillipore Co.(.  
Figure 6- Detecting protein fragments by IMAGE SCANNING Typhon (Amersham Co. UK).  1, 

Positive test sample of a recombinant protein other than rhBMP2 containing the His-tag sequence 

expressed in E. coli to confirm the blotting reaction; 2, The N. T a, 105 (in the ELISA response had 

the highest OD); 3, NT a, 108; 4, NT b, 121; 5, NB a, 207; 6, NB a, 212; 7, N. benthamiana (Millipore 

Co. filtered ultrafiltration protein); 8, NB b, 217; 9, N. tabacum (Millipore Co. Ultra Ammonon 

Filter Condensation Protein). 

 

توليد يك پروتئين  جهتانتخاب ميزبان 

نوتركيب را توالي و نوع مصرف آن پروتئين 

ميزبان هاي مختلف  . بدين منظورمشخص ميكند

 امروزه. شوندميو پروكاريوتي استفاده  ييوكاريوت

 موز، فرنگي، جمله گوجه گياهان از از بسياري

 كاهو، ذرت، زميني، بادام برنج، زميني، سيب

 به يونجه، سويا، آرابيدوبسيس، ،هويج اسفناج،

 استفاده قرار مورد مختلف هايپروتئين توليد منظور

از اين  هر كدام .)Franconi, 2010( گيرندمي

باشند، داراي مزايا و معايب خاص خود مي گياهان

 تكثير و ورزي دست دليل به توتون ميان اينها از

 و وسيع كشت دليل به كلزاو  )Yoo, 2014( آسان

 مورد بسيار آلكالوئيدي تركيبات توليد پايين ميزان

 انتخاب .)Robinson, 2013( اندتهقرار گرف توجه

 آن در بايستمي پروتئين كه بافتي و گياهي يگونه

 ,He( است اهميت حائز بسيار يابد، تجمع بيان و

 موارد اكثر در پروتئين در گياه، جهت توليد. )2011

 و اختصاصي صورت به هدف پروتئين است بهتر

 هايبافت تاكنون. شود بيان بافت خاص يك در فقط

 دانه و ميوه ريشه، برگ، مانند گياهان زا مختلفي

 كشت از استفاده اند.قرارگرفته تراريختي هدف

 به است؛ متعددي مزاياي داراي موئين هايريشه
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- ريشه ايجاد به منظور گياه ورزي دست معمول طور

 با نيز شده ايجاد هايريشه و بوده آسان ينموئ هاي

هاي ، خصوصا ريشهكنندمي رشد زيادي سرعت

مهم  ون كه در گزارشات قبلي هم به اينتوت ئينوم

 ,Georgiev, 2012; Häkkinen( است اشاره شده

فاكتور به عنوان  BMP2 گليكو پروتئين .)2013

 هاي كلينيكالي و تحقيقاترشد مورد نياز در درمان

 ,Du Y( بافت مطرح استمهندسي  آزمايشگاهي

- اي بياني گياهي داراي فوايد ويژههسيستم .)2010

ايمني محصول و  پايين بودن هزينه، مانند اي

 Tadatoshi(مي باشند  فعاليت بالاي پروتئين

Sugio., 2008(. اي همشخص شده كه ويژگي

 ي بالا دستساختاري ناحيه غيرترجمه شونده

أثير زيادي روي تواند ت) ميUTR‘5كدون شروع (

 ,.Edgar Garcia( ي ژن بگذاردميزان آغاز ترجمه

2013; Lucy W, 2012(. ي كارايي اين نحوه

هاي يوكاريوتي به توالي  mRNAي ترجمه

كدون شروع مثل توالي كزاك  نوكلئوتيدي مجاور

 ,.Kozak, 1989; Mozafari A( داردتگي بس

 rhBMP2هدف ما مطالعه و بررسي بيان . )2015

 اين در هاي موئين سه ميزبان مختلف بود.در ريشه

براي  ACCACCATGGCTاز توالي كزاك تحقيق 

  )UTR )TMV‘5توالي  ،افزايش كارايي آغاز ترجمه

را در   )UTR )TMV‘5توالي استفاده شد.  

دليل اينكه در گويند به اصطلاح اومگا هم مي

تشكيل ساختاري ثانويه اي به  mRNA ‘5قسمت 

 ,Larsen( دهدشكل حرف اومگاي يوناني مي

ي عملكردش هم بيشتر در واقع نحوه .)2012

وابسته به اين ساختار ثانويه است، بدين گونه كه 

  mRNAپس از اتصال كامل كمپلكس ريبوزوم به 

كل سرعت حركت كمپلكس ساختار اومگا ش اين

- را به نحو مطلوبي كنترل مي mRNAريبوزم روي 

كند كه شناسايي كدون متيونين اوليه براي كمپلكس 

ريبوزم در بهترين حالت رخ دهد و از طريق ميزان 

 .)Edgar Garcia., 2013( دهدبيان را افزايش مي

از فاكتورهاي كليدي در كه  CaMV35Sراه انداز 

- نتايج بررسي .استفاده شد نيز دنباشبيان يك ژن مي

آزمون ،  RT-PCRژنومي، DNAهاي مولكولي 

 rhBMP2وسترن بلات نشان دادند كه ژن الايزا و 

و با موفقيت  واردكلزا  توتون وهاي در ژنوم ريشه

  بياناين مطالعه  مشاهدات طبقاما  .بيان شد

BMP2مانع از رشد ريشه كلزا موئين هايدر ريشه -

در مقايسه با  لاين ريشه موئين كلزا ها 

افراد  غيرتراريخت گرديد. اين اثر در گزارش هاي

ي موئين كلزا كه هم در قبلي در رابطه با القاي ريشه

اجرا آزمايشگاه بيوتكنولوژي گياهي پژوهشگاه 

در گزارشات ديگري  .ه بودشدمشاهده گرديده نيز 

 گونه هاي مختلف جنس ي موئينه دريشهالقاي ر

بطور موفقيت آميزي صورت  GUSو بيان ژن  كلزا

 ،اي از موارددر پاره .)Bhalla, 2008(پذيرفته است 

هاي كلزا ريشه كشت از محيط ي بيوتيك انتخابي آنت

 دراما باز رشدي صورت نگرفت، گرديد حذف 

براي رشد بهتر ريشه موئينه كلزا از  گزارشات قبلي

 Edgar(است  شده استفاده جامد محيط نيمه
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Garcia., 2013(. اين شيوه پس از بكارگيري ،اما 

با توجه به  .مشاهده نگرديددر اين مطالعه اثري 

براي  N. tabacum يهاي موئينهريشهنتايج حاصل 

- مناسب گياهي ميزبان اين سهاز ميان  BMP2توليد 

و پرونئين ي ميزان زيست توده اين گونهاست،  تر

 بيان N. benthamianaي گونه به بيشتري نسبت

كه استفاده  نشان دادندنتايج  .بيشتري داشت پروتئين

 .Nي ي غيرترجمه شونده در گونهاز ناحيه

tabacum حاصل پروتئيني (نتايج  تاثير بيشتري دارد

، كه اين لاين بدون استفاده از 105شماره از لاين 

پروتوكل تغليظ پروتئين در واكنش لكه گذاري 

. در )كيفي به خوبي باند مربوطه را ظاهر كرد

توان به مي rhBMP2خصوص فعاليت زيستي 

پروتئين هاي  ساختاري و عملكردي گزارشات

در  BMP7ه اين پروتئين تقريبا استناد كرد، نزديك ب

توسط  N. benthamianaسون كشت سوسپانسي

كه سازي شده توليد و تجاري  ProspecBioشركت 

به دليل رد، دا BMP2ساختار و عملكردي مشابه 

توان نتيجه مي 2و  7مشابهت عملكردي فاكتور 

گرفت كه ميزبان توتون استفاده شده در اين مطالعه 

همين فاكتور ميزبان مناسبي است.  BMP2براي 

 HEKو  E. coli ،CHOهاي در سلول 7شماره ي 

كه قيمت فاكتور توليدي سازي شده توليد وتجاري 

و برابر با  E. coliدر توتون چند برابر محصول 

. اين قيمت ارزانتر احتمالا باشدمي CHOمحصول 

ها را به دليل اين است كه باكتري سيستم چاپرون

 ,Kwang(ندارد و توانايي گليكوزيلاسيون هم ندارد

هاي نوتركيب امروزه كاربردهاي پروتئين. )2016

ه كردن فراواني در پزشكي و صنعت دارند و بهين

هاي توليد اين محصولات از ملزومات پروسه روش

در ريشه  rhBMP2هاي بيان بررسي توليد است.

و لكه گذاري پروتئيني  RT-PCRموئين از طريق 

ي موفقيت اين پروژه بوده است و نشان دهنده

ميزبان ريشه موئينه توتون را بعنوان ميزبان كارآمدي 

ي حاصل دريچه كند. نتيجهدر اين عرصه معرفي مي

گشايد اي بر روي تحقيقات پروتئين نوتركيب مي

تغييرات در كاست ژني در اين بيان كارآمد  چرا كه

توان ميزبان گياهي توتون، در وهله اول ميبود و با 

محصول ايمني براي تحقيقات سلولي به دست آورد 

يابد.هاي توليد كاهش ميو از طرفي هم هزينه
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Abstract 
Today, demand for production of recombinant proteins in different tissues of transgenic 

plants is increasing day by day. Meanwhile, hairy roots are under consideration due to their high 

levels of biomass and high genetic stability as appropriate target tissue. Among pharmaceutical 

proteins, regulatory glycoproteins, are proposed as one of the most important growth factors with 

therapeutic and research applications in tissue engineering. Selection of proper host species, plant 

tissue and desirable gene, are of the most important factors to elevate the levels of recombinant 

protein production. In order to achieve this goal, in the present study, production of recombinant 

protein BMP2 in transgenic hairy roots of tobacco and canola were investigated. For optimal 

transgene expression, TMV (5’-UTR) and KOZAK sequences were inserted upstream the BMP2 

gene to increase expression level, furthermore, six-histidine sequence for protein purification and 

KDEL sequence as ER retention signal protein were inserted downstream of the target gene. The 

transgene was designed to be under the control of CaMV 35S promoter. One-month old tobacco 

leaf explants and six-day-old cotyledons of canola were transformed with Agrobacterium 

rhizogenes carrying the construct. Transformed hairy roots that grew well in the medium were 

confirmed by gPCR analysis for transgene integration. Moreover, to verify mRNA transcription 

as well as protein production, RT-PCR, ELISA and western blot analyses were performed. The 

results of this study demonstrated the efficiency of the current systems for the production of 

rhBMP2 is tobacco hairy roots suggesting them as an efficient bioreactor. 
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