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Abstract 
Objective 

The use of plant expression systems to produce recombinant proteins have advantages such as 

different methods for transformation and culture, occurrence of appropriate post-translational 

modifications and no risk of contamination with animal and microbial pathogens. However, low 

productivity in these expression systems have always been a major challenge. Secretion-based 

expression systems, such as Hairy Root Cultures (HRCs), is a convenient way to continuously 

produce active ingredients without the need for plant tissue degradation, which will facilitate the 

purification process and significantly reduce related costs. This study aimed to designing and 

constructing vectors carrying NtREL1 root specific promoter in combination with patatin, pectin 

methyl esterase and calreticulin signal peptides at the same time in order to increase the specific 

expression of recombinant proteins in hairy root culture and their subsequent secretion into 

hydroponic medium. 

   

Materials and methods 

The nucleotide sequence of NtREL1 root specific promoter, patatin, pectin methyl esterase and 

calreticulin signal peptides were retrieved from NCBI database. To identify cis acting regulatory 

elements involved in specific expression, the NtREL1 sequence was investigated by PLACE and 
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PLANT CARE softwares. Bioinformatics studies were performed to design pBI121 expression 

vector with NtREL1 promoter in combination with signal peptides and appropriate restriction 

sites. After receiving the synthetic fragments in pUC57 vector, the fragments were digested by 

restriction endonuclease and sub cloned in pBI121 expression vector.  

 

Results 

Examination of the NtREL1 promoter showed that this promoter is rich in AT nucleotides. These 

sequences can improve the recognition process by transcription systems and increase gene 

expression due to their ease of conversion from double-stranded to single-stranded form. The 

accuracy of NtREL1 promoter sub cloning upstream of patatin, pectin methyl esterase and 

calreticulin signal peptides in pBI121 expression vector were confirmed using colony PCR, 

digestion reactions and sequencing. 

 

Conclusions 

Since pBI121-based expression vectors are more efficient than other expression vectors and 

widely used in genetic transformation and expression of recombinant proteins in plants, this 

recombinant vectors can be applied effectively for recombinant protein production and its 

secretion in expression systems like hairy root culture. 
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های نوترکیب در های بیانی نوترکیب به منظور تولید و ترشح پروتئینطراحی و ساخت سازه

 های موئینریشه
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  چکیده

های متهاوت های نوترکیب دارای مزایایی از جمله وجود روشهای بیانی گیاهی برای تولید پروتئیناستتتتهاده از ستتتیستتتت  هدف:

باشتتد. با زای حیوانی و میکروبی میتراریختی و کشتتت، وعوت تیییرات مناستتب پ  از ترجمه و خدر آلر آلودگی با خوامل بیماری

های بیانی مبتنی بر های بیانی، همواره به خنوان چالشی خمده ملرح است. سیست یست حال میزان ک  تولید محصول در این ساین

سبی برای تولید پیوستهتوانند راههای موئین، میترشح در کشت ریشه شند و  کار منا مواد موثره بدون نیاز به تخریب بافت گیاهی با

شوند. این پژوهش با هدف طراحی و های مربوط به آن ه هزینهسازی و کاهش عابل توجآود، موجب سهولت فرآیند آالص به نوبه

با سه ترادف نشانه پاتاتین، پکتین متیل استراز و کالرتیکولین  NtREL1هایی با تلهیق همزمان پیشبر اآتصاصی ریشه ساآت سازه

نها به درون محیط کشت مایع به های موئین و در ادامه ترشح آهای نوترکیب در کشت ریشهبرای افزایش بیان اآتصاصی پروتئین

 انجار رسید.
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و پپتیدهای نشتتانه پاتاتین، پکتین متیل استتتراز و  NtREL1ای توالی نوکلئوتیدی پیشتتبر اآتصتتاصتتی ریشتته :هاروشمواد و 

دآیل در بیان  Cisدریافت گردید. توالی این پیشتتتبر به من ور شتتتناستتتایی خناصتتتر تن یمی  NCBIداده  گاهیاز پاکالرتیکولین 

شه صی ری صا سط اآت سی عرار گرفت. ملالعات بیوانهورماتیکی به  PLANT CAREو  PLACEافزارهای  نررای تو مورد برر

سازه سید و جایگاه pBI121های بیانی من ور طراحی  شانه به انجار ر شبر در ترکیب با پپتیدهای ن های واجد توالی نوکلئوتیدی پی

، علعات با واکنش هض  pUC57مورد ن ر طراحی گردید. پ  از دریافت علعات سنتزی در ناعل  برشی مناسب در دو سر علعات

 سازی شدند.همسانه pBI121آنزیمی جداسازی شده و در سازه بیانی 

س :نتایج شان داد ا NtREL1 شبریپ یبرر ست. ا AT یدهایاز نوکلئوت یغن شبر،یپ نین از  لیسهولت در تبد لیبه دل هایتوال نیا

شته شته یاشکل دو ر سا ندیموجب بهبود فرآ  ،یابه تک ر س ییشنا سط   شوند. یها مژن انیب شیو  افزا یسیرونو یهاست یتو

سانه شبر صحت هم سازه بیانی  NtREL1سازی پی ستراز و کالرتیکولین در  شانه پاتاتین، پکتین متیل ا سه پپتید ن در ترکیب با 

pBI121 ستهاده از واکنش کلون سانهآر، هض  آنزیمی و توالیسیی پیبا ا سازه بیانی یابی علعات هم شده در  با  pBI121سازی 

 استهاده از آغازگرهای اآتصاصی، تائید شد.

های بیانی، کارایی بالایی داشتتته و به طور نستتبت به ستتایر ناعل pBI121های بیانی مبتنی بر از آنجایی که ناعل گیری:نتیجه

های نوترکیب گیرند، ناعلهای نوترکیب در گیاهان مورد استتتتهاده عرار میتراریزش ژنتیکی و بیان پروتئینهای گستتتترده در پروژه

شده در این پژوهش می شح پروتئینساآته  ست توانند به نحوی موثر برای تولید و تر سی شت های نوترکیب در  های بیانی، مانند ک

 های موئین مورد استهاده عرار گیرند.ریشه

 سازه بیانی، پیشبر اآتصاصی ریشه، پپتید نشانه: هااژهکلیدو

 : پژوهشی.نوع مقاله

های بیانی نوترکیب به من ور تولید و ترشح طراحی و ساآت سازه (1401) خلی هاتف سلمانیان، آتنا م هری، افراز شقایق استناد:

 .20-1(، 2)14، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. های موئینهای نوترکیب در ریشهپروتئین
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 مقدمه

توانند به ای میشیشهآنها در شرایط درون بافت تهای تولید پروتئین نوترکیب مبتنی بر گیاهان تراریخت و یا کشسیست 

ها مورد استهاده عرار گیرند های نوترکیب و واکسنبادیهای با ارزش دارویی، آنتیهایی کارآمد برای ساآت پروتئینخنوان سیست 
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(Häkkinen et al. 2014) . زیستی  نی دارای مزایای متعددی از جمله سهولت تراریختی، کشت و تکثیر تودههای بیااین سیست

 .Mozafari et al. 2015; Schillberg et al. 2019; Varasteh-Shams et al) باشندنسبتا ک  تولید می بالا و هزینه

های نوترکیب تولیدی از سازی پروتئینهای استخراج و آالصحال، به دلیل پایین بودن میزان تولید و بالا بودن هزینهبا این (.2020

های بیانی گیاهی صورت گرفته است. یکی از گیاهان تراریخت، تاکنون ملالعات متعددی به من ور افزایش میزان تولید در سیست 

های موئین برای تولید مواد های مبتنی بر ترشح، مثل کشت ریشهاستهاده از سیست  ،های اآیرن در سالکارهای مورد توجه محققیراه

. از مزایای (Kim et al. 2011)آورد این مواد را بدون نیاز به تخریب بافت گیاهی فراه  می موثره است که امکان تولید پیوسته

های گیاهی، پایداری ژنتیکی و های کشت فاعد هورمونتوان به عابلیت رشد و تکثیر سریع در محیطهای بیانی میاین سیست 

تواند . مورد اآیر، می(Pham et al. 2012)یط کشت اشاره نمود بیوسنتزی بالا و عابلیت ترشح پیوسته محصولات به درون مح

. اگرچه گزارشات (Ñopo et al. 2012)های مربوط به آن شود سازی مواد ترشحی و کاهش عابل توجه هزینهموجب سهولت آالص

های بیانی گیاهی مبتنی بر ترشح موجود است، اما در بسیاری ها در سیست سازی بیان پروتئینهای بهینهمتعددی در آصوص روش

 .(Drake et al. 2009)زی محصولات با موفقیت چندانی همراه نبوده است ساموارد دستیابی به سلوح بیانی مناسب جهت تجاری

های بیانی ترشحی شود، استهاده از پیشبرهای تواند به نحو موثری منجر به افزایش میزان بیان در سیست کارهایی که میاز راه

تواند موجب حهظ انرژی که با محدود نمودن نسبی بیان به بافت ریشه، می (Zhang et al. 2016)اآتصاصی بافت ریشه است 

. خلاوه بر این، کاربرد موفقیت آمیز پپتیدهای نشانه (Carneiro and Carneiro 2011)گیاه و تمرکز در تولید بافتی شود 

ات های تولید شده به سمت مسیرهای ترشحی در ملالعات متعددی به اثباندوپلاسمی در هدایت هدفمند پروتئین اآتصاصی شبکه

 Aleinein et al. 2015; Gurusamy et al. 2017; Huet et al. 2014; Ñopo et al. 2012; Pham) رسیده است

et al. 2012). 

 شبکه ای و پپتیدهای نشانهاز پیشبر اآتصاصی ریشه زمانبا استهاده ه های بیانی در این ملالعه، طراحی و ساآت سازه 

 کنندهجهت باز در گیاه تنباکو و در بالادست ژن کد 1529با طول  NtREL1پیشبر دائمی و اآتصاصی اندوپلاسمی انجار شد. 

. این پیشبر، به (.Zhang et al 2016)واعع شده است که دارای بیان بالایی در بافت ریشه هستند  1های شبه اکستنسینپروتئین

تواند ضمن عرارگیری در بر روی آود، دارای خملکرد اآتصاصی در بافت ریشه بوده و می 2دارا بودن خناصر تن یمی سی  دلیل

های نشانه پاتاتین از پروتئین خلاوه بر این، پپتید بالادست ژن هدف، سلوح بالایی از بیان اآتصاصی را در این بافت موجب شود.

و کالرتیکولین از  (Huet et al. 2014)، پکتین متیل استراز از آرابیدوپسی  (Ñopo et al. 2012)زمینی سیب ایذآیره

Nicotiana plumbaginifolia (Aleinein et al. 2015; Gurusamy et al. 2017; Pham et al. 2012)  در ترکیب

های نوترکیب تولید شده به درون محیط کشت مایع، مورد استهاده عرار سازی ترشح پروتئین، با هدف بهینهNtREL1با پیشبر 

                                                      
1 Extensin-like protein 
2 Cis acting elements 
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تر و به طور مجزا در ملالعاتی مورد بررسی عرار یک از سه پپتید نشانه ذکر شده در بالا، پیشو هر NtREL1گرفتند. کارایی پیشبر 

های تولید شده در بافت ریشه ای و ترشح هدفمند پروتئینگرفته بود و در این پژوهش، به من ور افزایش سلوح بیان اآتصاصی ریشه

های بیانی مورد اشاره زمان و در ترکیب با یکدیگر مورد استهاده عرار گرفتند. سازهبه درون محیط کشت، این خناصر به صورت ه 

های برشی مناسب، طراحی و ساآته شدند. پ  از انجار پ  از انجار ملالعات بیوانهورماتیکی، ضمن در ن ر گرفتن جایگاه

 صحت، gusدر بالادست ژن  CaMV35Sهای نشانه با پیشبر خمومی سازی و جایگزینی بخش پیشبر و ترادفنههمسا

آر، برسی الگوی هض  آنزیمی و تعیین توالی مورد تائید عرار گرفت. این سیهای بیانی با روش کلونی پیسازی این سازههمسانه

های موئین به من ور کاهش تولید پروتئین نوترکیب در سیست  ترشحی ریشههای مرتبط با توانند در پژوهشهای بیانی میسازه

 سازی مورد استهاده عرار گیرند. های استخراج و آالصهزینه

 

 هامواد و روش

جهت  1529به طول  NtREL1ای توالی پیشبر اآتصاصی ریشههای نشانه منتخب: بازیابی توالی پیشبر و پپتید

نوکلئوتید  81و توالی پپتیدهای نشانه کالرتیکولین به طول  (GCA_000715135.1شماره دسترسی ) وباز از توالی ژنور تنباک

(CAA95999.1) نوکلئوتید  72، پاتاتین به طول(CAA25592.1)  نوکلئوتید 78و پکتین متیل استراز به طول (Q84WM7.1) 

به من ور شناسایی خناصر تن یمی سی  دآیل  .گردیدند استخراج NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)از پایگاه داده 

  PLANT و  PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/place) افزارهایدر بیان اآتصاصی، توالی پیشبر با استهاده از نرر

CARE  (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html)  مورد بررسی عرار گرفت. اتصال دو

گرفت که این علعات در عالب یک بخش تن یمی واحد، جایگزین پیشبر خمومی پیشبر و پپتیدهای نشانه به نحوی صورت  بخش

CaMV35S  در بالادست ژن گزارشگرgus  در سازه بیانیpBI121 .شوند 

انتهای توالی های برشی مورد نیاز برای همسانه سازی، در ابتدا و جایگاه آنزی های بیانی نوترکیب: طراحی سازه

 وجود نداشت pBI121های برشی که جایگاه شناسایی آنها در ناعل بیانی برای انتخاب آنزی  پپتیدهای نشانه و پیشبر طراحی شدند.

استهاده شد. به دلیل اهمیت حضور جایگاه تن یمی  V2.0 NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2)افزار نرراز 

در  IKpn (ACCGGT)جایگاه برشی در بالادست ژن مورد ن ر،  ACCACC/G (1989Kozak, )نوکلئوتیدی کزاک  6

بالادست توالی پپتیدهای نشانه عرار داده شد تا از این طریق، عسمتی از ترادف کزاک )زیر آن آط کشیده شده است( نیز در این 

ای عرار گرفت که امکان نشانه کالرتیکولین به گونه پپتیدو  NtREL1های برشی در ابتدا و انتهای پیشبر جایگاهبخش ایجاد شود. 

به همراه پپتید نشانه کالرتیکولین به انجار به تنهایی یا  ،gusو در بالادست ژن  pBI121در سازه  NtREL1سازی پیشبر همسانه

 XbaI  (TCTAGA)در ابتدا و جایگاه برشی HindIII  (AAGCTT )، جایگاه برشی NtREL1سازی پیشبر رسد. برای همسانه
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در  Cfr9I (CCCGGG)سازی پیشبر به همراه پپتید نشانه کالرتیکولین، جایگاه برشی  در انتهای آن عرار گرفت. برای همسانه

از، به دلیل کوتاه سازی پپتیدهای نشانه پاتاتین و پکتین متیل استرانتهای پپتید نشانه کالرتیکولین عرار داده شد. به من ور همسانه

به همراه پپتیدهای  gusسازی، از روش دیگری استهاده شد. در این روش، علعه ابتدایی ژن ها و دشواری همسانهبودن این توالی

در بالادست ژن کد کننده هر دو پپتید نشانه پاتاتین  XbaIنشانه پاتاتین و پکتین متیل استراز به نحوی طراحی شد که جایگاه برشی 

در سازه بیانی  NtREL1کتین متیل استراز، عرار گیرد تا بتوان آنها را جهت سنجش خملکرد، متعاعبا در پایین دست پیشبر و پ

نیز موجود بود، استهاده شد تا  gusکه در داآل ژن گزارشگر  SnaBIسازی نمود. از جایگاه برشی نوترکیب واجد این پیشبر، همسانه

باشد. علعات طراحی شده از ن ر بیوانهورماتیکی  gusاین دو پپتید نشانه به همراه بخشی از ژن علعه ژنی طراحی شده مشتمل بر 

مورد بررسی عرار گرفتند تا در  EXPASY translate  (https://web.expasy.org/translate/)با استهاده از نرر افزار آنلاین 

گیری پیشبر و پپتید نشانه در بالادست آن ین نوترکیب پ  از عرارنهایت به صورت ن ری از موفقیت آمیز بودن امکان بیان پروتئ

اطمینان حاصل شود. همچنین به من ور مشخص نمودن محل دعیق برش و برداشته شدن پپتیدهای نشانه و تعداد آمینواسیدهای 

 SignalP4.1افزار احتمالی که پ  از برش آنزیمی به ابتدای پروتئین نوترکیب تولید شده، افزوده میگردد، از نرر 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/) ها توسط شرکت بیوماتیک کانادا  استهاده شد. پ  از طراحی، این توالی

(https://www.biomatik.com) .سازی علعات ژنی ساآته شده در سازه بیانی برای تائید همسانه ساآته شدندpBI121 ،

ها و ساآتارهای ثانویه احتمالی آغازگرهای طراحی آغازگرهای اآتصاصی متناظر هر یک از علعات ژنی طراحی و ساآته شد. ویژگی

بررسی و سپ  توسط شرکت سیناکلون ساآته شدند. آغازگرهای مورد استهاده در این تحقیق در  Oligo 7افزار شده با کمک نرر

 عابل مشاهده است. 1جدول 

 

 های مشخص شده، محل برش آنزیمی است(. توالی آغازگرهای رفت و برگشت اختصاصی )بخش1 جدول

Table 1. The sequences of forward and reverse specific primers (Restriction sites were 

highlighted) 

 جایگاه آنزیمی

Restriction 

site 

 توالی آغازگر

Primer sequence 

 نام آغازگر

Primer 

name 

HindIII ’GAATATCTTCAGTATATTCGTTGTG 3AAGCTTGC’5 NtREL F 

XbaI ’TATAGCTAGCTAATACCCCCACC 3TCTAGAGC’5 NtREL R 

KpnI ’ATGGCTACTCAACGAAGGGCA 3GGTACCGC’ 5 Calret F 

Cfr9I ’TAAGCGGAGACGACAG 3CCCGGGGC’ 5 Calret R 

 ’GCCACAATTTCTACGCATG 3’ 5 Pape F 

 ’3 GCCGTTTTCGTCGGTAATCAC’ 5 Pape R 
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طراحی شده شامل پیشبر  های نوکلئوتیدیترادف :pBI121همسانه سازی قطعات طراحی شده در سازه بیانی 

NtREL1  و ژن کد کننده پپتید نشانه کالرتیکولین(NtCal)  های کد کننده دو پپتید نشانه پاتاتین و پکتین متیل استراز به ژنو

در حالت لیوفیلیزه دریافت گردیدند و  pUC57روی پلاسمید ، ساآت پ  از (Pe-gusو  Pa-gus) gusهمراه بخشی از ژن 

 Sambrook and Russell) شدشوک حرارتی انجار  با استهاده از روش DH5α، سویه E. coliهای مستعد تراریختی سلول

 با استهاده از روش کلونی (µg/ml 100سیلین )بیوتیک آمپیآنتی واجد محیط روی بر کرده رشد E. coliهای باکتری . (2001

 NtREL1سازی پیشبر آر بررسی شدند تا از حضور پلاسمید نوترکیب در باکتری اطمینان حاصل شود. به من ور همسانهسیپی

، خملیات هض  آنزیمی به pBI121در پلاسمید  gusی کالرتیکولین در بالادست ژن انه( و همراه با پپتید نشانه)بدون پپتید نش

واحد بر میکرولیتر( انجار شد. همچنین  10)هر یک با غل ت  HindIII - Cfr9Iو  - XbaI HindIIIهای برشی ترتیب با آنزی 

های مورد ن ر با و جایگزین نمودن بخش CaMV35Sور آروج پیشبر ، به من gusواجد ژن گزارشگر  pBI121سازه بیانی 

و پپتیدهای نشانه پاتاتین و  NtREL1های بیانی واجد پیشبر ها مورد هض  عرار گرفت. برای ساآت سازهاستهاده از همین آنزی 

 10)با غل ت  SnaBIو  XbaIسازی با دو آنزی  پکتین متیل استراز، علعات واجد پپتید نشانه توسط هض  آنزیمی ناعل همسانه

 )بدون پپتید نشانه( نیز پ  از تائید NtREL1سازی شدند. سازه بیانی نوترکیب واجد پیشبر واحد بر میکرولیتر( جداسازی و آالص

های بیانی نوترکیب، واکنش الحاق با استهاده ورزی عرار گرفت. برای ساآت سازهصحت ساآت، مجددا با این دو آنزی  تحت دست

های یابی، برای تائید سازهآر و توالیسیژنی با پی های هض  آنزیمی، تکثیر علعهسازی شده به انجار رسید. از روشاز علعات آالص

با  2MgCl  میکرولیتر X10 ،5/1آر بافر سیمیکرولیتر پی 5/2 آر شامل سیمواد مورد استهاده در واکنش پی .نوترکیب استهاده شد

مول، پیکو 10میکرولیتر از هر آغازگر با غل ت  5/0مولار، میلی 10با غل ت  dNTPمیکرولیتر از مخلوط  5/0مولار، میلی 25غل ت 

( حاوی پلاسمید 20به  1میکرولیتر از نمونه باکتری )رعیق شده به نسبت  1و  Taq DNA Polymerase میکرولیتر آنزی   5/0

 آورده شده است.  2آر در جدول سیشرایط واکنش پی میکرولیتر رسید. 25بود که با افزودن آب مقلر استریل به حج  

 

 پلیمراز Taqبا آنزیم آر سیپی. برنامه 2جدول 
Table 2. PCR program with Taq polymerase enzyme 

 cycle سیکل time  زمان temperature   ( Cْدما ) steps    مراحل

 Primary  واسرشت سازی اولیه

denaturation 

 minutes 5   دعیقه 5 94
 

1 

 seconds 30   ثانیه Denaturation 94 30  واسرشت سازی

30 

 شده ملابق با آغازگرهای استهاده Annealing   اتصال
Based on used primers 

 seconds 30   ثانیه 30

 Extension    گسترش

 

 seconds 30   ثانیه 30 72

 minutes 1 10   دعیقه Final extension 72 10  گسترش نهایی
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آر برای انجار الکتروفورز بر روی ژل آگارز یک درصد برده شدند و ضمن سیمحصولات واکنش هض  آنزیمی و پی

یابی با روش سنگر، توسط شرکت سیناکلون به انجار رسید و صحت آمیزی با اتیدیور بروماید مورد ملالعه عرار گرفتند. توالیرنگ

مورد بررسی عرار گرفت. با  MegAlineآنالیز توالی افزار برگشت، با استهاده از نرر نتایج حاصل از آوانش توالی در دو جهت رفت و

طراحی شدند( از آغازگرهای  pBI121توجه به مشترک بودن محل طراحی آغازگرهای رفت و برگشت )این آغازگرها بر روی پلاسمید 

 (. 1پاتاتین و پکتین متیل استراز استهاده شد )جدول  های نوترکیب واجد دو پپتید نشانهرفت و برگشت مشترک برای تائید سازه

 

 نتایج و بحث

با استهاده از  NtREL1بررسی توالی پیشبر آنالیز مولکولی توالی پیشبر و محل برش پپتیدهای نشانه: 

 TATAهای ، خلاوه بر دارا بودن خناصر تن یمی خمومی همچون جعبهATافزارهای آنالیز توالی، نشان داد که این پیشبر غنی از نرر

 ،GATA  وCAAT  دارای خناصر تن یمیCis از جمله (ATATT) ROOTMOTIFTAPOX1  ،P1BS  

(GTATATTC)، (GTATATTC)  WUSATAg و (CTCTT) OSE2ROOTNODULE که در جریان بیان  باشدمی

تکرار ترین خنصر تن یمی  تکرار، پر 52مجموخا با  TATA. جعبه (Zhang et al. 2016) ای دآیل هستنداآتصاصی ریشه

تکرار ترین ر، پر تکرا 9با  ROOTMOTIFTAPOX1نیز  Cisاست. از میان خناصر اآتصاصی  پیشبرخمومی موجود در این 

 ، نتایج حاصل از این آنالیزها عابل مشاهده است.3باشد. در جدولای میخنصر تن یمی اآتصاصی ریشه

 

 NtREL1. فراوانی عناصر تنظیمی عمومی و اختصاصی پیشبر 3جدول

Table 2. Frequency of general and specific regulatory elements in NtREL1 promoter  

 Frequency    فراوانی Sequence   توالی Regulatory element   تنظیمیعنصر 

TATA box 

 

TATAA 

TATAT 

TTAT 

TTTAA 

9 

9 

23 

11 

CAAT box CAAT 9 

GATA box GATA 9 

OSE2ROOTNODULE CTCTT 1 

ROOTMOTIFTAPOX1 ATATT 9 

P1BS GTATATTC 1 

WUSATAg TTAATGG 1 

Box4 ATTAAT 6 

CCGTCC Motif CCGTCC 4 

ACT Motif (Y)ACT 30 

DOFCOREZM AAAG 6 

CAACA Motif CAACA 3 
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اسیدی پروتئین با بررسی توالی آمینواسیدی پپتیدهای نشانه پاتاتین، پکتین متیل استراز و کالرتیکولین در ترکیب با توالی آمینو

GUS رخ داده و طبق  28و  27احتمالا برش آنزیمی بین آمینواسیدهای ، به صورت تئوری به یکدیگر متصل شدند. مشخص شد که

 (1گردد )شکل افزوده می GUSآمینو اسید به ابتدای پروتئین  7و  5، 3 های فیوژن، به ترتیبها برای هر یک از پروتئینبینیپیش

 

و کالرتیکولین  (Pme)، پکتین متیل استراز (Patatin) پاتاتین نشانه بینی محل برش پپتیدهایپیش. 1شکل

(Cal) افزار با استفاده از نرمsignalP-4.1دهد و ضمن رخ می 28و  27بین آمینو اسیدهای  ی. برش آنزیم

 شودافزوده می GUSآمینو اسید به ابتدای پروتئین  7و  5، 3به ترتیب برش، 

Figure 1. Prediction of cleavage sites for Patatin, Pectin Methyl Esterase (Pme) and 

Calreticuline (Cal) signal Peptides using SignalP-4.1 software. Enzymatic cleavage occurs 

between amino acids 27th and 28th, which added 3, 5, and 7 amino acids in to the beginning 

of the GUS protein, respectively 

 

 آمده است.  2در شکل  SnapGeneهای طراحی شده توسط نرر افزار تصویر شماتیکی از سازه

جهت باز( و همراه با پپتید نشانه  1500)به تنهایی با طول تقریبی  NtREL1پیشبر های بیانی نوترکیب: ساخت سازه

 HindIII - XbaIهای آنزیمی جهت باز( پ  از هض  آنزیمی و تخلیص، به ترتیب در جایگاه 1600کالرتیکولین )با طول تقریبی 

د. علعات واجد پپتید نشانه شدن CaMV35Sهمسانه سازی و جایگزین پیشبر خمومی  pBI121سازه بیانی  HindIII - Cfr9Iو 

 XbaIو  SnabIهای آنزیمی جهت باز( نیز در جایگاه 500)با طول تقریبی  gusپاتاتین و پکتین متیل استراز به همراه بخشی از ژن 
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ن ( و تعیی4(، واکنش هض  آنزیمی )شکل 3آر با آغازگرهای مربوط به هر علعه )شکل سیسازی شدند. نتیجه پیاین ناعل همسانه

 ها را تائید کرد.های اصلی( صحت ساآت این سازهمشابهت با توالی %100سازی شده )با توالی علعات همسانه

 

)به تنهایی( در ناقل بیانی  NtREL1 سازی پیشبرهای طراحی شده. همسانه. تصویر شماتیک از سازه2شکل

pBI1121  با استفاده از دو آنزیم(Hind III  وXbaIو در ترکیب با پپتید )  نشانه کالرتیکولین )با استفاده از دو

)با gus های نشانه پاتاتین و پکتین متیل استراز به همراه بخشی از ژن( و پپتیدCfr9Iو  Hind IIIآنزیم 

سازی آنها در های مورد استفاده برای همسانه(. پپتیدهای نشانه و آنزیمXbaIو  SnabIاستفاده از دو آنزیم 

 در کادر نمایش داده شده است NtREL1پایین دست پیشبر 

Figure 2. Schematic representation of designed vectors. Sub-cloning of NtREL1 promoter 

(alone) in the pBI1121 expression vector (using Hind III and XbaI), in combination with the 

calreticulin signal peptide (using Hind III and Cfr9I), patatin and pectin methyl Esterase 

signal peptides with a part of gus gene (using SnabI and XbaI). The signal peptides and 

enzymes are displayed in the box 

 

های برشی به و ترادف نشانه کالرتیکولین، با توجه به افزوده شدن یکسری جایگاه NtREL1در آصوص ناعل واجد پیشبر 

جهت باز(. همچنین  1636جهت باز بیش از اندازه علعه اصلی بود )یعنی 26ابتدا و انتهای پیشبر و پپتید نشانه، طول علعه مورد ن ر، 

، با توجه به محل اتصال آغازگرهای رفت و برگشت که gusن در آصوص علعات پاتاتین و پکتین متیل استراز به همراه بخشی از ژ
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آر به جای حضور سیپی شدند، این مسئله موجب شد تا در واکنشتر از علعات مورد ن ر به سازه متصل میاز نواحی بالاتر و پایین

عابل مشاهده  3ضیحات در شکل جهت باز مشاهده شود )تو 650جهت باز مارکر، علعاتی در محدوده  500علعاتی در محدوده باند 

 است(. 

 

سازی قطعه . تائید همسانهAآر با استفاده از آغازگرهای اختصاصی. سی. الکتروفورز محصول کلونی پی3شکل

NtREL1-Cal  جفت باز در سازه بیانی  1636با طولpBI121  کلونی نوترکیب واجد قطعه 1نمونه .

NtREL1-Cal C+ سازه .pUC57  واجد قطعهNtREL1-Cal .Bسازی قطعه . تائید همسانهNtREL1  بدون

. کلونی غیر 1نمونه  NtREL1-Calواجد قطعه  pUC57. سازه +Cجفت باز.  1529پپتید نشانه با طول 

سازی قطعه . تائید همسانهNtREL1 .C. کلونی نوترکیب واجد قطعه 2نوترکیب فاقد قطعه مورد نظر. نمونه 

pat-gus  سازه 1جفت باز. نمونه  478با طول ،pUC57  2واجد قطعه مورد نظر به عنوان کنترل مثبت. نمونه ،

. +Cجفت باز.  484با طول  pme-gusسازی قطعه . تائید همسانهpat-gus .Dکلونی نوترکیب واجد قطعه ژنی 

. -Cهای . نمونهpme-gus، کلونی نوترکیب واجد قطعه ژنی 1واجد قطعه مورد نظر، نمونه  pUC57سازه 

 از شرکت فرمنتازkb1. نشانگر وزن مولکولی DNA Mهای فاقد نمونه

Figure 3. Electrophoresis of colony PCR product using specific primers. A. Cloning 

confirmation of 1636 bpNtREL1-Cal fragment in pBI121 vector. Sample 1. Recombinant 

colony with NtREL1-Cal fragment. C+. pUC57 vector with NtREL1-Cal fragment. B. 

Cloning confirmation of NtREL1 fragment without signal peptide with length of 1529 bp. 

C+. pUC57 vector with NtREL1-Cal fragment. Sample 1. Non-recombinant colony without 

the desired fragment. Sample 2. Recombinant colony with NtREL1 fragment. C. 

Confirmation of 478 bp pat-gus gene fragment cloning. Sample 1. pUC57 vector possessing 

the desired fragment as a positive control. Sample 2. recombinant colony with pat-gus gene 

fragment. D. Confirmation of 484 bp pme-gus fragment cloning. C+. pUC57 with the 

desired fragment. Sample 1. recombinant colony with pme-gus gene fragment. C-. Samples 

without DNA (no DNA). M. 1kb DNA Ladder 
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. تائید همسانه A. %1های بیانی نوترکیب بر روی ژل آگارز . واکنش هضم آنزیمی به منظور تائید سازه4شکل

)طول  Cfr9Iو  HindIIIهای با استفاده از آنزیم pBI121در سازه بیانی  NtREL1-Calسازی قطعه 

. Bسمید مورد بررسی(. ، ، پلاD، پلاسمید هضم نشده به عنوان کنترل منفی و نمونه Cجفت باز؛ نمونه 1636

و  HindIIIهای جفت باز( با استفاده از آنزیم 1529بدون پپتید نشانه ) NtREL1تائید همسانه سازی قطعه 

XbaI (C .پلاسمید هضم نشده ،D .)نمونه هضم شده ،.C  تائید همسانه سازی قطعات پکتین متیل استراز

(pe3تا  1های ،نمونه)  به همراه بخشی از ژنgus (484 ( و پاتاتین )جفت بازpaبه همراه 6تا  4های ، نمونه )

. M، پلاسمید هضم نشدهSnabI (C .)و  XbaIهای جفت باز( با استفاده از آنزیم 478) gusبخشی از ژن 

 kb1نشانگر وزن مولکولی 

Figure 4. Enzymatic digestion to confirm recombinant expression constructs on 1% agarose 

gel. A. cloning confirmation of 1600 bp NtREL1-Cal fragment in pBI121 expression vector 

using HindIII and Cfr9I (sample C. undigested plasmid as negative control and sample D. 

studied plasmid). B. Cloning confirmation of NtREL1 fragment without signal peptide 

(1529 bp) using HindIII and XbaI enzymes (C. Undigested plasmid. D. Digested sample). C. 

Cloning confirmation of pectin methyl esterase (pe, samples 1 to 3) fragment with part of 

gus gene (484 bp) and patatin (pa, samples 4 to 6) with part of gus gene (478 bp) using XbaI 

and SnabI (C. Undigested plasmid). M. 1kb DNA Ladder 

 

های نوترکیب در ه در دو دهه اآیر به من ور افزایش میزان بیان پروتئینی صورت گرفتهای گستردهاز جمله تلاش

هایی و نیز اندامک (Yusibov et al. 2011)ها و اندار گیاهی ، بافتتوان به استهاده از کشت سلولهای بیانی گیاهی، میسیست 

اشاره نمود  بینوترک یهانیاز پروتئ یعیسو فیطو تجمیع  دیتولها، کلروپلاست و شبکه اندوپلاسمی، با هدف ن یر واکوئل

(Ganapathy 2016) .های نوترکیب مورد هدف برای تولید و تجمع پروتئین های گیاهی که تا کنون به خنوان بافتاز جمله بافت

های . در این میان، ریشه(Gerasimova et al. 2016)میوه، گل، ریشه و بذر اشاره نمود توان به برگ، اند میاستهاده عرار گرفته
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و امکان رشد در محیط  های منحصر به فردی از جمله سرخت رشد بالا، سهولت جداسازی از محیط کشتموئین با دارا بودن ویژگی

های نوترکیب در محیلی کنترل شده با کارایی مللوب برای مدت زمان طولانی فاعد هورمون، بافت هدف مناسبی برای تولید پروتئین

هایی با غل ت و کیهیت مناسب، هزینه تواند ضمن تولید پروتئینورزی و کنترل ترکیبات محیط کشت، مید. سهولت دستهستن

تخلیص محصولات را به میزان عابل توجهی کاهش دهد. اکثر ملالعات اولیه انجار شده در حوزه تراریختی گیاهان مبتنی بر استهاده 

ممکن است به آاطر عدیمی و کارآمد  بیانی ناعلاین محبوبیت باشد. می pBI121بیانی گیاهی  از اگروباکتریور و به کار گیری ناعل

های انتقال ژن به گیاهان و در نتیجه حج  بالای مقالات منتشر شده با استهاده از این ناعل و آشنایی پروژهدر  گسترده از آن استهاده

ن ای ژن مورد ن ر با ژو سهولت جایگزینی یک مرحله pBI121 سادگی ناعلبیشتر و اختماد محققان به این ناعل باشد. همچنین 

 CaMVو خمومی  آن بیان مناسب ژن منتقل شده تحت کنترل پیشبر عدرتمند خلاوه بر در این انتخاب مه  است. gus گزارشگر

35S دباشمی بیانی گیاهی حبوبیت این ناعلاز جمله دلایل م باشد،های متنوت و در گیاهان متعددی میکه عادر به فعالیت در بافت 

با این حال زمانی که هدف از تراریخت کردن گیاهان محدود نمودن بیان ژن آارجی به بافت یا اندامی آاص باشد، استهاده از این .

های آارجی یک پیشبر خمومی بوده که عادر به بیان ژن CaMV 35Sناعل در خمل با موفقیت چندانی همراه نخواهد بود. پیشبر 

های گیاه مه  است اما از طرف ها در تمامی بافتباشد. این توانایی از ن ر گستردگی بیان ژنهای گیاهی میها و انداردر تمامی بافت

ها، آلکالوئیدها و سایر ترکیبات را در پی تابولیتها، متواند احتمال آلوده شدن مواد تولید شده با ترکیبات گیاهی ن یر رنگدانهدیگر، می

های بیانی به نحوی های نوترکیب، در این پژوهش سازهداشته باشد. به من ور فراه  کردن امکان بیان اآتصاصی بافتی پروتئین

 gusدست ژن در بالا CaMV 35Sاز گیاه تنباکو جایگزین پیشبر خمومی  NtREL1ای طراحی شدند که پیشبر اآتصاصی ریشه

های کنترل بیان در سلح رونویسی استهاده های آاصی از گیاهان، به طور معمول از روششود. به من ور بیان پروتئین در بافت

 ;Amani et al. 2011) های متداول مورد استهاده در این رابله، استهاده از پیشبرهای اآتصاصی بافت استشود. یکی از روشمی

Mozafari et al. 2015) 

های ژن مورد های مه  و موثر در افزایش میزان رونوشتبه من ور مهندسی دعیق ترادف پیشبر و به کارگیری نوکلئوتید

سازی، ن ر، افزایش دعت در شروت رونویسی و برآورداری از یک جایگاه برشی مناسب برای انجار موفقیت آمیز مراحل بعدی همسانه

ر بالادست پپتیدهای نشانه استهاده شد. با توجه به ترادف مورد شناسایی این آنزی ، کاربرد دKpnI  (GGTACC )از جایگاه برشی 

ترادف تن یمی  ACCکدون آغاز در بخش  از محل -3را در جایگاه  (A)تواند اسید نوکلئیک بسیار مه  آدنین این جایگاه برشی می

ها در ژن موجب تسهیل و افزایش شناسایی دعیق کدون آغازیندر بالادست ژن مورد ن ر تامین نموده و  (G/ACCACC)کزاک  

با دعت بالاتری انجار  mRNA روی از ترجمه که شودترادف سبب می. حضور این (Kozak 1991)های یوکاریوت شود سلول

ن را تا ده برابر بیا آن شده و میزانبیشتر  یبه پایدار نجرم، mRNA در ابتدای یثانویه آاص یساآتارهابا اخلا نمودن شده و 

جهت بیان  های انتقال ژنتواند انجار پروژهب های طراحی شدهسازهاین  رود که استهاده ازانت ار می .(Kozak 1989) دهد شیافزا



 1401و همکاران، افراز 

15 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

غنی از  NtREL1های موئین را تسهیل نماید. ساآتار پایه پیشبر های نوترکیب در ریشهاآتصاصی بافتی و ترشحی شدن پروتئین

AT (69%است. توالی ) های غنی ازA  وT توانند موجب بهبود ای،  میای به تک رشتهبه دلیل سهولت در تبدیل از شکل دو رشته

. بنابراین استهاده از این (Zhang et al. 2016)ها شوند های رونویسی و در نهایت افزایش بیان ژنفرآیند شناسایی توسط سیست 

تر بر روی این تواند نقش موثری در افزایش بیان ژن آارجی داشته باشد. ملالعاتی که پیشهای ژنتیکی میورزیپیشبر در دست

واعع شده است که دارای  3های شبه اکستنسینوتئینپیشبر صورت گرفته، نشان داده است که این پیشبر در بالادست ژن کد کننده پر

تواند ضمن عرارگیری در بیان بالایی در بافت ریشه تنباکو هستند. بنابراین این پیشبر، به دلیل خملکرد اآتصاصی در بافت ریشه، می

د این پیشبر، امکان فعالیت بالادست ژن هدف، سلوح بالایی از بیان اآتصاصی را در این بافت موجب شود. یک ویژگی منحصر به فر

رسد که این مسئله، بتواند امکان استهاده گسترده از به ن ر می .(Zhang et al. 2016)در ریشه سایر گیاهان )غیر از تنباکو( است 

مشتمل بر خناصر تن یمی خمومی و اآتصاصی )خناصر تن یمی  ،NtREL1اهداف مهندسی ژنتیک را فراه  کند. پیشبر  این پیشبر با

سی ( است. شناسایی خناصر تن یمی اآتصاصی توسط فاکتورهای اآتصاصی رونویسی منجر به محدود شدن بیان به بافت ریشه 

تکرار، پر تکرار ترین خنصر تن یمی موجود در  52با TATA-box . توالی تن یمی خمومی (Zhang et al. 2016)گردد گیاه می

ای بذر( گیاه لوبیا های ذآیرهبزرگترین پروتئین تر در پیشبر ژن بتا فازئولین )کد کننده یکی ازباشد و حضور آن پیشاین پیشبر می

(Phaseolus vulgaris )های آلها آمیلاز برنج یا و نیز پیشبر ژنOryza sativa  ،legA  نخود فرنگی وsporamin A  سیب

و حضور آن  . این بخش تن یمی در حقیقت در بیان پایه دآالت داشته(Grace et al., 2004)زمینی شیرین به اثبات رسیده است 

توان به های تن یمی خمومی موجود در این پیشبر میبرای شروت دعیق فرآیند رونویسی بسیار حائز اهمیت است. از جمله سایر توالی

 .Shirsat et al)نخود فرنگی  legAتکرار اشاره نمود که به ترتیب در پیشبر ژن  6با  GATAتکرار و  9با  CAATهای جعبه

 4ها توسط فاکتورهای رونویسیشوند. این توالییافت می S35CaMV (1990Benfey and Chua, )و پیشبر خمومی  (1989

خلاوه بر حضور در  CAATنمایند. جعبه خمومی مورد شناسایی عرار گرفته و به خنوان خناصر راه انداز در شروت رونویسی خمل می

ی شود. در آصوص خناصر تن یمی اآتصاصی بافتی، ناحیهز مشاهده مینی 6های تن یمی افزایندهدر بخش ،5هسته پیشبر

ROOTMOTIFTAPOX1باشد. ملالعات پیشین، حضور این ناحیه در پیشبر ، دارای بیشترین تکرار در توالی این پیشبر می

rolD روز الگوی بیان اآتصاصی تواند موجب بگیاه تنباکو و ژن پراکسیداز گندر را نشان داده و مشخص شده است که حضور آن می

  (CTCTT) خنصر تن یمی اآتصاصی (Elmayan and Tepfer 1995; Hertig et al. 1991) و متمایز در بافت ریشه شود

ROOTNODULE2OSE  7های ریشههای آلوده گرههای بیان شونده در سلولدر پیشبر ژن -600تکرار در موععیت  1با 

                                                      
3 Extensin-like protein 
4 Transcription Factors 
5 Core promoter 
6 Enhancer region 
7 root nodules 



   (1401 تابستان، 2، شماره 14مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

16 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

(Fehlberg et al. 2005)  و پیشبر ژنlb3 leghemoglobin شود سویا یافت می(Stougaard et al. 1990) خنصر تن یمی .

 AGAMOUS، ، در پیشبر ژن NtREL1از پیشبر  -588تکرار در موععیت  1با  WUSATAg (TTAATGG)اآتصاصی 

شود. حضور توالی تن یمی یافت می (Kamiya et al. 2003)های مریست  راسی ریشه آرابیدوپسی  با بیان اآتصاصی در سلول

GTATATTC  های بیان شونده در شرایط تنش فسهات در چندین گونه گیاهی که تر در بالادست ژننیز پیش -1518در موععیت

به حضور با توجه  .(Schunmann et al. 2004)های تریکوبلاست ریشه هستند گزارش شده است دارای بیان بالایی در سلول

شود که عرار گرفتن این پیشبر در بالادست ژن هدف بتواند تاثیر بینی میای در این پیشبر، پیشن یمی اآتصاصی بافتی ریشهخناصر ت

  بسزایی در رخ دادن بیان اآتصاصی و هدفمند ژن در بافت ریشه داشته باشد.

های بیانی گیاهی، مربوط کیب در سیست های تولید پروتئین نوترخلاوه بر موارد ذکر شده، از آنجایی که بخش خمده هزینه

تواند نقش های بیانی، میاآتصاصی شبکه اندوپلاسمی در طراحی این سازه به فرآیند آالص سازی است، استهاده از پپتیدهای نشانه

آیند ضروری های نوترکیب تولید شده به درون محیط کشت هیدروپونیک داشته باشد. ترشح پروتئین یک فرموثری در ترشح پروتئین

ها، ای مورد ملالعه عرار گرفته است. در تمامی سلولهای یوکاریوتی و پروکاریوتی است و مکانیس  آن به طور گستردهدر تمار سلول

هایی که عرار است وارد مسیر ترشحی شوند، غالبا دارای یک توالی راهنما به شود. پروتئینها از سیتوپلاس  آغاز میساآت پروتئین

توانند موجب آمینواسید هستند و می 30تا  16های کوتاهی با طول پتید راهنما در پایانه آمینی آود هستند. این پپتیدها توالینار پ

های ترشحی )از طریق مسیر متداول ترشح پروتئین( از شبکه اندوپلاسمی به سمت دستگاه گلژی شوند. پ  هدایت هدفمند پروتئین

 Peng et)شوند های آاص آود، پپتیدهای راهنما توسط کمپلک  آنزیمی سیگنال پپتیداز حذف مینها به مکااز هدایت پروتئین

al. 2019)های لازر برای ها و سایر آنزی . این مسئله اثبات شده است که رخ دادن تیییرات پ  از ترجمه در نتیجه وجود چاپرون

ها توسط ها، ممانعت از تخریب پروتئینحیح پروتئین در شبکه اندوپلاسمی، موجب تاآوردگی صحیح پروتئیناخمال تاآوردگی ص

. (Wilkinson and Gilbert 2004)شود پروتئازهای فراوان موجود در سیتوسل و در نهایت افزایش محصول پروتئینی می

های شح پروتئین نوترکیب تولید شده در کشت ریشههمچنین ملالعات صورت گرفته در آصوص تاثیر وزن مولکولی بر میزان تر

کیلو دالتون به درون محیط کشت با سهولت بیشتری  30تا  20های کوچک با وزن مولکولی موئین نشان داده است که ترشح مولکول

های با وزن تئین. پرو(Gurusamy et al. 2017)گیرد کیلو دالتون انجار می 40های با وزن مولکولی بیش از نسبت به پروتئین

های بیانی کند. استهاده از این سازهمولکولی بالاتر تمایل به ماندن در فضای آپوپلاستی دارند و همین امر ترشح آنها را دشوار می

 های کوچک با ارزش دارویی و صنعتی نماید. تواند کمک شایان توجهی به فرآیند تولید و تخلیص پروتئینمی

و پپتیدهای نشانه پاتاتین، پکتین  NtREL1ای های بیانی واجد پیشبر اآتصاصی ریشهدر این پژوهش سازه: گیرینتیجه

های موئین های بیانی نوترکیب ساآته شده در این پژوهش در کشت ریشهمتیل استراز و کالرتیکولین ساآته شدند. استهاده از سازه

تواند گامی رو به جلو در زمینه کوچک و ارزشمند با مصارف صنعتی و دارویی می های نوترکیببا هدف تولید و ترشح مداور پروتئین
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ست تولید پروتئین سی شههای نوترکیب در  شد بالای ری سرخت ر شد. به دلیل  شده های بیانی گیاهی با شرایط کنترل  های موئین، 

ستیابی به پروتئین نوترکیب بدون تخریب گیاه، این روش می شت و امکان د سبی برای تولید پروتئینتوانک سیار منا های د گزینه ب

 نوترکیب ارزشمند در مدت زمانی کوتاه باشد. 

سگزاری ست :سپا سی ژنتیک و زی شگاه ملی مهند صوب از پژوه شماره طرح م صندوق IV-960827-701فناوری ) ( و 

 شود. زاری میی از این پژوهش سپاسگمال یتبه آاطر حما( 95844522حمایت از پژوهشگران )شماره طرح 
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    کننده پروتئین نوترکیب از زیر واحد ارزیابی گیاه تراریخت کلزای بیان( 1394م هری آتنا، کاظمی روح الله، امانی جعهر و همکاران )

B  های سSTX2  و CTX 1-13(، 11)5 . مجله زیست فناوری گیاهان زراخیباکتریهای اشریشیا کلای و ویبریوکلرا.  
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