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 سریع بسیار هاي روش سازي فراهم منظور به ژن موقت بیان اخیراً

 با مقایسه در پروتیین تولید منبع یک عنوان به گیاهی هايبافت ارزیابی

 است. یافته گسترش گیاهان پایدار تراریختی پرهزینه و گیر وقت روش

 گیاه از گونه دو در را HDA19 پروتیین موقت بیان حاضر مطالعه

tobacco )Nicotiana tabacum وNicotiana 

bentamiana( اختصاصی پرایمرهاي منظور این براي دهد.می نشان 

 ژن سازي همسانه براي و طراحی مراز پلی يا زنجیره واکنش براي

HDA19 بیانی وکتور در pB2GW7 به نوترکیب سازه رفتند. کار به 

Agrobacterium tumefaciens strain GV3101  یافت انتقال 

 اگروباکتریوم طریق از tobacco گیاهان موقت تراریختی براي سپس

 راریختت هايلاین در هدف ژن وجود نهایت در  شد. استفاده

 پروتیین بیان طرفی از گردید. تأیید PCR کلونی طریق از اگروباکتریوم

 شد. تأیید الایزا و بلات دات روش توسط تراریخت هايلاین در

 دو هر تراریختی از حاکی SDS-PAGE و بلات دات روش اگرچه

 تراریخت گیاه در نوترکیب پروتیین تولید الایزا روش ولی بود رقم

Nicotiana tabacum  وزن گرم در میکروگرم 400 که کرد تایید را 

 مناسبی میزبان گیاه این فوق هايیافته به توجه با بود. گیاه برگ تر بافت

 هیستون هاي پروتیین از اي نماینده نوترکیب، HDA19 تولید براي

  باشد.می Nicotiana bentamiana به نسبت داستیلاز،

  

 نوترکیب، پروتیین ،HDA19، Tobacco :کلیدي هاي واژه

Nicotiana tabacum، Nicotiana bentamiana.  

Recently, transient gene expression has been 
developed to provide a more rapid means of 
assessing plant tissues as a protein production 
platform without the labor-intensive and time-
consuming process of generating stably 
transformed transgenic plants. This study reports 
the expression of HDA19 gene in two species of 
tobacco plants (Nicotiana tabacum and Nicotiana 
bentamiana) by means of transient 
transformation. Specific primers were designed 
and used for PCR amplification and cloning of 
HDA19 gene in the plant expression vector 
pB2GW7. The recombinant construct was 
transferred into Agrobacterium tumefaciens strain 
GV3101, and was used for Agrobacterium 
mediated transformation of tobacco plants. The 
presence of the desired gene in transgenic lines 
was confirmed through colony PCR. The 
expression of the protein in transgenic lines was 
confirmed by immune-dot blot assay and ELISA. 
Although the transformation of the two species 
was confirmed by immune-dot blot assay and 
SDS-PAGE, recombinant protein production in 
Nicotiana tabacum plants was confirmed by 
ELISA and it was estimated 400 µg per gram wet 
weight of tobacco leaves. According to the 
results, this species is the appropriate host for the 
production of recombinant HDA19, one of the 
histone deacetylases, rather than Nicotiana 
bentamiana. 
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   هاي برگ در HDA19 پروتیین موقت بیان مقایسه
Nicotiana tabacum و Nicotiana bentamiana 
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  مقدمه

 هايمولکول از برخی دارویی و تجاري علمی، اهمیت

 زیاد مقادیر تولید جهت که است شده موجب پپتیدي

 توسعه مختلفی هايروش آنها از بالایی خلوص با و

 براي نظر مورد پپتیدهاي کلی طور به کند. پیدا

 و سلولی فیزیولوژي کنترل ،in vitro مطالعات

 سنتز يشیوه دو به دارویی خاصیت با پپتیدهاي

 معمولاً شوند.می تولید تراریختی بیان و شیمیایی

 هايروش از استفاده با پپتیدها تولید يهزینه

 هايزنجیره همچنین و باشدمی بالا نسبتاً شیمیایی

 محصول در شیمیایی هايآلودگی و ناقص پپتیدي

 در مشکلات این کاهند.می هاآن کیفیت از نهایی

 جهت سنتتیک هايسیستم از استفاده موارد برخی

 در و کندمی محدود را زیاد مقادیر در پپتیدها تولید

 بیان بر مبتنی ترياقتصادي هايسیستم از عوض

 که هاسیستم این يازجمله جوید.می سود تراریختی

 نیز نوترکیب پپتید هاده تجاري تولید براي امروزه

 باشد.می گیاهان بیانی سیستم است استفاده مورد

 هايپروتئین بیان جهت مناسبی هايسیستم گیاهان

 ایمنی، قبیل زا مزایایی داراي و باشندمی نوترکیب

 Fischer et( باشند.می کم قیمت و زیاد محصول

al., 1999.( که است دهه دو مدت براي Tobacco 

 هايپروتیین تولید براي مدل گیاه یک عنوان به را

 در زیادي مزایاي اینکه بدلیل کردند. انتخاب دارویی

 انتقال و بافت کشت قبیل از دیگر گیاهان با مقایسه

 ,Lund and Dunsmuir( زیاد دانه یدتول آسان، ژن

 براي مناسب بیانی وکتورهاي وجود و )،1992

 (تولید بالا عملکرد دارد. هدف هايژن بیان افزایش

 بیانی هايروش فراهمی و برگ) هکتار در یکصدتن

 هايسیستم پلاستید، مانند Tobacco در مختلف

 کاندیداي را گیاه این موقت و پایدار اي هسته بیان

 دارویی هايپروتیین تولید تحقیقات براي وبیخ

 غذایی مصرف گیاه این که درحالی است. ساخته

 توسط محیطی هايآلودگی امکان طرفی از و نداشته

 یابدمی کاهش تراریخت Tobacco هايلاین

)Fischer et al., 1999.( به خارجی هايژن انتقال 

 Agrobacterium tumefaciens طریق از گیاهان

 و مولکولی بیولوژي در استاندارد تکنیک یک

 ).Bergmann, 1960( است گیاهی ژنتیک مهندسی

 گیاهان تولید مختلف، گیاهی هايگونه براي

 اگروباکتریوم طریق از DNA انتقال از بعد تراریخت

  ).De La Riva et al., 1998( است پذیر امکان

 هستند هاییآنزیم جمله از داستیلازها هیستون

 مورد اخیر دهه دو در هاآن بیان و سازيسانههم که

 نشان آمده دست به اطلاعات است. گرفته قرار توجه

 گر تنظیم نقش داستیلازها هیستون که دهدمی

 هاي تنش هاي پاسخ و نمو گیاه، رشد در کلیدي

 AtHDA19 کنند.می بازي را زنده غیر و زنده

 در که باشدمی RPD3 نوع از داستیلاز هیستون

 رونویسی است. درگیر پاتوژن هاي اسخپ

AtHDA19 هايهورمون توسط آرابیدوپسیس در 

 و اتیلن) و اسید جاسمونیک (یعنی پاتوژن به مربوط

-می القا Alternaria brassicicola قارچی پاتوژن

 فراوان بیان ).Zhou et al., 2005( شود

AtHDA19 بیان آرابیدوپسیس در ERF1 را 

 کلیدي عنصري ERF1 طرفی زا است. داده افزایش

 به تراریخت گیاهان مقاومت و است دفاعی پاسخ در

 افزایش را Alternaria brassicicola پاتوژن

 دیگري باکتریایی پاتوژن گونه همچنین دهد. می

Pseudomonas syringae  تواندمی AtHDA19 

 در Kim et al., 2008.( AtHDA19( نماید القاء را

 Alinsug( دارد قرار تیلازهاداس هیستون یک کلاس

et al., 2009.( HDA19 را اپیدرمی سلول طول 

 هايبرنامه و )Chen et al., 2015( کندمی کنترل

 در را ژن بیان و کندمی تنظیم را نور به وابسته

 اسید جاسمونیک و اتیلن سیگنالینگ مسیرهاي

 پاتوژن آلودگی و زخم قبیل از زنده هايتنش همانند

 شد انجام اخیراً که اي مطالعه در کند.می تنظیم را

 اثر طریق از گیاه پایه پاسخ AtHDA19 که دریافتند

 تنظیم را WRKY رونویسی فاکتورهاي با متقابل
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 در Zhou et al., 2005.( HDA19( کندمی

 اسید سالیسیلیک طریق از دفاعی هاي پاسخ سرکوب

 فعالیت فقدان است. درگیر آرابیدوپسیس در

HDA19 افزایش را اسید سالیسیلیک محتواي 

 تجمع براي که هاژن از گروه یک بیان و دهد می

 1PR هايژن همانند است احتیاج اسید سالیسیلیک

 به مقاومت افزایش اش نتیجه و دهد،می افزایش

Pseudomonas syringae است )Choi et al., 

 در HDA19 موقت بیان حاضر پروژه در ).2012

Nicotiana tabacum و Nicotiana 

bentamiana گرفت. قرار مقایسه و بررسی مورد  

  

  هاروش و مواد

  باکتري

Escherichia coli strain DH5α یک عنوان به 

 و ژن دستواره ازدیاد و نگهداري براي میزبان
Agrobacterium tumefaciens strain 

GV3101 ژن انتقال براي HDA19 به 

Nicotiana tabacum و Nicotiana 

bentamiana رفتند کار به.  

  

  پرایمرها

 کوزاك، توالی نظرگرفتن در با مناسب پرایمرهاي

 تالیانا، آرابیدوپسیس HDA19 ژن کدکننده توالی

 منظور به )spacer( جداکننده و His برچسب توالی

 هايدرلاین HDA19 ژن کدکننده توالی شناسایی

 نژ تکثیر براي پرایمرها این شدند. طراحی تراریخت

HDA19 1 (جدول رفتند کار هب.(  

  

  وکتور

 pB2GW7در این مطالعه وکتور بیان گیاهی 

که حامل ژن مقاومت به اسپکتینومایسین استفاده شد 

ها و ژن مقاومت هاي باکتريبراي انتخاب کلونی

                                                                  
1. Pathogenesis related (PR) genes 

BASTA هاي تراریخت و براي انتخاب لاین

CaMV35s  (راه انداز ویروس موزاییک گل کلم)

  باشد.می

  

  گیاهی وادم

 Nicotianaاي  هفته 5هاي جوان گیاهان برگ

tabacum cv. xanthi  وNicotiana 

bentamiana  براي تراریختی استفاده شدند. این

مدل براي مطالعات انتقال ژن استفاده  عنوان بهارقام 

  گردند.شده و کشت و کار نمی

  

و  pDONR221در وکتور  HDA19کلونینگ ژن 

   pB2GW7وکتور 

در  HDA19-Hisو  His-HDA19لی کدکننده توا

و سپس  BPاز طریق واکنش  pDONR221وکتور 

گیت  LRبا استفاده از واکنش  pB2GW7در وکتور 

 ;Jamshidnia et al., 2016وي کلون گردید (

Jamshidnia et al., 2017 توالی کدکننده .(

به وکتور  Entryاز وکتورهاي  Hisدار با  برچسب

Destination نري گیاهی با استفاده از واکنش بای

). در نهایت این 1منتقل شدند (شکل  LRگیت وي 

  ها به اگروباکتریوم و سپس به گیاه انتقال یافتند.سازه

  

  انجماد و ذوب روش با A. tumefaciens تراریختی

A. tumefaciens strain GV3101 مدت یک  به

گراد در محیط کشت  درجه سانتی 28شبانه روز در 

گرم بر لیتر ریفامپسین کشت  میلی 50با  LBیع ما

دقیقه  10براي  rpm 3500داده شد. اگروباکتریوم در 

 CaCl2 20میکرولیتر  100سانتریفوژ و سپس در 

میکرولیتر وکتور  5مولار تعلیق گردید.  میلی

)pB2GW7/6xHis-HDA19  وpB2GW7/ 

HDA19-6xHis(  به سوسپانسیون اضافه شد و این

در نیتروژن مایع و سپس در حمام  مخلوط کشت

گراد غوطه  درجه سانتی 37دقیقه در  5بنماري براي 

به آن اضافه و در  LBلیتر از  ور گردید. یک میلی
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درجه سانتی گراد کشت  28ساعت در  3شیکر براي 

هاي تراریخت روي میکرولیتر از سلول 100داده شد. 

هاي بیوتیک حاوي آنتی LBمحیط کشت جامد 

در  گرم میلی 50در لیتر و  گرم میلی 50مپسین ریفا

ها لیتر اسپکتینومایسین کشت داده شدند. پتري دیش 

  گرد انکوبه شدند. درجه سانتی 28براي دو روز در 

  

  تراریخت هايلاین در HDA19 کدکننده توالی شناسایی هدف به استفاده مورد آغازگرهاي .1 جدول
 آغازگر                                                                                                          'Sequence 5'-3                  نام   

nH6-HDA19fw1       

5′AACAATGCACCATCACCACCATCACGGTGGTGGTTCTGATACTGGCGGCAATT  CGCTG3′ 
nH6-HDA19rew1   5′TTATGTTTTAGGAGGAAACGCCTGCTC3 

cHDA19-H6fw1     5′AACAATGGATACTGGCGGCAATAGGG3′ 
cHDA19-H6rew1                       

5′TTAGTGATGGTGGTGATGGTGAGAACCACCACCTGTTTTAGGAGGAAACGCCTGCTG3′ 

  

  
 دهنده پایان و ندازا راه ،BASTA مقاومت ژن محتوي ساختمان این .pB2GW7 بیانی وکتور از شماتیک طراحی .1 شکل

CaMV35S، کدکننده توالی و کوزاك توالی His-HDA19 باشد. می  

  

  گیاه موقت تراریختی

 کاربردهاي براي متعددي مزایاي داراي موقت بیان

 تولید سنتی هاي روش با رقابت قابل و است خاص

 به نیاز بدون موقت بیان .باشد می نوترکیب پروتئین

 مقرون اقتصادي نظر از و جامان قابل پیشرفته تجهیزات

 که است این سامانه این برتر مزایاي از است. صرفه به

 دائمی تراریختی از قبل نظر مورد ژن حاوي سازه بیان

  موقت تراریختی منظور به .شود می مشخص گیاهان

A. tumefaciens strain GV3101 هايروکتو حامل 

pDEST هايبرگ به نوترکیب Nicotiana 

tabacum 5 در باکتري کار این براي گردید. تزریق 

 دو براي هابیوتیک آنتی با LB کشت محیط لیتر میلی

 10 سپس و شدند گرادکشت سانتی درجه 28 در روز

 محیط لیتر میلی 20 به کشت محیط این از میکرولیتر

LB شبانه صورت به و گردید اضافه هابیوتیک آنتی با 

 جذب تا شد داده قرار گراد سانتی درجه 28 در روزي

 600 موج طول در (OD: Optical Density) نوري

 براي rpm 5000 دور با سپس و رسید 5/0 به نانومتر

 20 در هاسلول آنگاه گردید. سانتریفوژ دقیقه 15

 هاي نمک لیتر در گرم 5( تزریق کشت محیط لیتر میلی

MS، 20 مولار میلی 10 سوکروز، لیتر در گرم MES 

pH 7/5 در مجدداً استوسرینگون) میکرومولار 200 و 

5000 rpm محیط در و شدند سانتریفوژ دقیقه 15 براي 

 با آمده دست به باکتري محلول گردیدند. تعلیق تزریق

 جوان هايبرگ در لیتري میلی یک سرنگ از استفاده

 تزریق برگ سه هرگیاه از و اي هفته 5 گیاهان بالایی

 قرار طبیعی نور شرایط تحت گیاهان این و گردید

 براي روز 9- 4 زمانی فاصله در هابرگ و گرفتند

 ,.Ma et al( شدند آوري جمع و چیده بعدي آزمایشات

2012.(  

  

  شده تراریخت هايبرگ در HDA19 ژن بررسی

DNA روش از استفاده با احتمالی تراریخت گیاهان 

CTAB شدند استخراج )Murray and 

Thompson, 1980.( وجود یصتشخ منظور به 

 از استفاده با His-HDA19 و HDA19-His هاي ژن

LB 
  

RB 
  

CaMV35S   His tag+HDA19 )R(Basta   T35S 
  

attB1 attB2 
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PCR شد. انجام )1 (جدول ژن اختصاصی پرایمرهاي و 

DNA مورد منفی کنترل عنوان به غیرتراریخت گیاهان 

 94 در دقیقه 3 براي PCR واکنش گرفتند. قرار استفاده

 94 در ثانیه 30 چرخه 35 با همراه گراد، سانتی درجه

 و گراد سانتی درجه 55 در ثانیه 30 اد،گر سانتی درجه

 براي پایانی چرخه و گراد سانتی درجه 72 در دقیقه یک

   شد. اجرا گراد سانتی درجه 72 در دقیقه 10

  

  بلات دات آنالیزهاي

 پروتیین استخراج براي جوان هايبرگ گرم میلی 500

 مایع نیتروژن در هابرگ شد. استفاده (TSP) تام محلول

 با ها پروتیین درآمدند. پودر حالت به تا ندشد کوبیده

 مولار میلی 25( استخراج بافر میکرولیتر 1000 از استفاده

Tris HCl، 1 مولار میلی Ethylene Diamine 

Tetra Acetic Acid (EDTA)، 5 مولار میلی 

DTT، 1/0 درصد Nonidet P-40، 10 درصد 

 )Polyvinylpyrrolidone درصد 2 و گلیسرول

 سپس شدند. استخراج protease inhibitor حاوي

 مایع و سانتریفوژ دقیقه 20 براي دور 14000 در

 دستورالعمل برطبق و بلات دات آنالیز براي رویی

 50 ادامه در گردید. استفاده Biolegend کارخانه

 قرار  PVDFغشاء روي مستقیماً پروتیین از نانوگرم

 BSA درصد یک با شدن خشک از پس و گرفت

 گراد سانتی درجه 25 در ساعت یک مدت  يبرا

 با نهایت در و شد ریخته دور محلول سپس و انکوبه

TBS-T بار 3 مرحله این و شستشو دقیقه 5 براي 

 ,Biolegend( اولیه باديآنتی سپس شد. تکرار

Inc.( از پس گردید. انکوبه ساعت یک براي و اضافه 

 رايب TBS-T با مرتبه 3 غشاء ، محلول ریختن دور

 بادي آنتی در غشاء سپس شدند. داده شستشو دقیقه 5

 horseradish peroxidase ضدموش کانژوگه

(Bio Rad) نسبت به ثانویه بادي آنتی عنوان به 

 از پس گردید. انکوبه ساعت یک مدت به )1:3000(

 5 براي TBS-T با مرتبه 3 غشاء محلول ریخت دور

 براي 1TMB از نهایت در و شستشو دقیقه

  گردید. استفاده غشاء آمیزي رنگ

  

 دسیل دو سدیم اکریلامید پلی ژل روي الکتروفورز

  )SDS-PAGE( سولفات

-Mini با آمید اکریل پلی ژل روي هانمونه جداسازي

PROTEAN Three Cell system (Bio-Rad,. 

Germany)  وزن براساس هاپروتیین گرفت. انجام 

 هاينمونه د.شدن جدا درصد 12 پایین باژل مولکولی

 و مخلوط x5 بارگذاري بافر با 1:5 نسبت به پروتیین

 ران از قبل دقیقه 5 براي گراد سانتی درجه 95در

 تزریق از پس هانمونه شدند. جوشانده ژل روي شدن

 مدت به ولت 150 ثابت ولتاژ با بلافاصله هاچاهک در

 Sambrook and( گردیدند الکتروفورز ساعت 5/3

Russell, 2006; Laemmli, 1970(.  

 
  الایزا از استفاده با پروتئین بیان میزان آنالیز

 در شد. گیري اندازه الایزا توسط تراریخت ژن کمی بیان

 توسط بار اولین براي که الایزا His-tag روش

Jamshidnia شناسایی براي )2017( همکاران و 

 تام محلول هاي پروتیین در HDA19 نوترکیب پروتیین

 تام محلول هايپروتیین با الایزا پلیت ت،گرف انجام

 و تراریخت گیاهان و غیرتراریخت گیاه از شده استخراج

 برچسب داراي پروتیین یک Hisبه عنوان کنترل مثبت 

 بافر با گراد سانتی درجه 37 در روز شبانه یک مدت به

 یک با بعد مرحله در .٢شد پوشانده کربنات بی- کربنات

 ساعت 2 مدت به PBS کینم محلول در BSA درصد

 باندهاي حذف منظور به گراد سانتی درجه 37 در

 انجام PBS با شستشو گردیدند. انکوبه غیراختصاصی

-Hisبا شده کانژوگه باديآنتی با کردن انکوبه و شد

HRP  روز شبانه یک مدت به )1:5000( غلظت در 

                                                                  
1. 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine 
2. Coated 
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 یک محلول TMB با آمیزي رنگ از پس گرفت. انجام

 گردید اضافه واکنش توقف براي ولفوریکس اسید نرمال

 الایزاریدر دستگاه توسط و نانومتر 450 در ها پلیت و

 گیاه برگ تام محلول پروتیین از شد. خوانده

 شد استفاده واکنش منفی کنترل عنوان به تراریختغیر

  .گرفت انجام مستقل تکرار سه در وآزمایش

  

  بحث و نتایج

 Nicotiana گیاه هايبرگ تحقیق این در

tabacum و Nicotiana bentamiana عنوان به 

 نوترکیب پروتیین براي تولید و کننده بیان سیستم یک

HDA19 بررسی مورد موقت بیان روش از استفاده با 

 منبع عنوان به متعددي مزایاي از گیاهان گرفت. قرار

 نظیر دارویی، مواد و هاپروتیین انواع کننده تولید

 مثال عنوان به که برخوردارند هاواکسن و باديآنتی

 یوکاریوت هايسلول توانایی بالا، تولید به توان می

 و نوترکیب هايپروتیین صحیح پردازش و تولید در

 باکتریایی هاياندوتوکسین یا انکوژن با آلودگی عدم

 تولید توانایی ).Julian et al., 2003( کرد اشاره

 هايآنزیم ا،هبادي آنتی شامل دارویی هايپروتیین

 دیگر از ترکم هزینه با هاپروتیین و صنعتی

 براي جدیدي بازار تواند می تولید هاياستراتژي

 ,.Lauren et al( نماید باز ریختاتر هايپروتیین

 هايبافت در بیگانه هايژن موقت بیان ).2005

 روش کوتاه زمان در ژن عملکرد آنالیز براي گیاهی

 پذیر،انعطاف سریع، روش این باشد. می کارآمدي

 به است. اجرا قابل یافته تمایز هايبافت در و ساده

 بیان که رسد می نظر به اخیر هايسال در دلیل همین

 پروتیین تولید براي مناسبی روش گیاه، در ژن موقت

 گیاه تحقیق، این در است. گیاه در موردنظر فراورده یا

Tobacco ژن انتقال از مدل گیاه یک عنوان به 

 فراهمی همچنین و باززایی هايروش و شده نهادینه

 برد. می سود ژن بیان کنترل براي بیان هايسازه

 انتقال براي روشی اگروباکتریوم طریق از تراریختی

 در ).Bergman, 1960( است گیاه به هدف هايژن

 به ژن انتقال مختلف هاي روش اخیر سال چندین

 واسطه به ژن تقالان که اند یافته گسترش گیاهان

Agrobacterium ژن، الحاق الگوي برتري دلیل به 

 ترین متداول طور به آن بودن هزینه کم و سادگی

 لپه دو گیاهان ویژه به گیاهان به ژن انتقال براي

 تزریق روش از استفاده. است گرفته قرار استفاده مورد

 توسط نوترکیب هايپروتیین تولید براي اگروباکتریوم

 مطلوبی نتایج و شده انجام دنیا در متعددي انمحقق

 ,.Krenek et al( است داشته اخیر هايسال در

 داستیلاز هیستون هايپروتیین بیان اگرچه ).2015

 تولید پروتیین یا مواجه شکست با عمدتاً باکتري در

 ,.Fong et al( دهد می نشان را کمی فعالیت شده

 گیاه در پروتیین بیان دیگر طرفی از اما )،2006

Tobacco قابل میزان به را آن مؤفقیت احتمال 

 پروتیین تحقیق این در داد. افزایش توجهی

HDA19 از پروتیین این .شد انتخاب بیان براي 

 )Fong et al., 2006( شده تشکیل اسیدآمینه 501

 مؤثر عوامل از که است انسان HDAC1 همولوگ و

 باشدمی نانسا در سرطان پیشرفت و ایجاد در

)Golzak and Seto, 2007.( از استفاده با بنابراین 

 اگروباکتریوم ژنتیک مهندسی و ژن سنتز هايروش

-pB2GW7/6xHis( بیانی پلاسمیدهاي حاوي

HDA19 و pB2GW7/HDA19-6xHis( 

 به تراریختی، هاي پروتئین بیان مقایسه منظور به

 Nicotiana و  Nicotiana tabacum گیاهان

bentamiana در گردید. منتقل موقتی روش به 

 موقت بیان پژوهشگران قبلی، گرفته انجام تحقیقات

 روش به tobacco در FMDV پوشش پروتیین

 از بالایی میزان و دادند انجام اگروباکتریومی تزریق

 Habibi-Pirkoohi( آوردند دست هب را پروتیین بیان

et al., 2014.( بیان دیگر تحقیقی در همچنین 

 مختلف رقم سه در gus اینترون گزارشگر ژن وقتم

tobacco )Nicotiana tabacum، Nicotiana 

bentamiana و Nicotiana glutinosa( انجام 

   ).Curtis and Andrews, 2005( گرفت
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 با Tobacco گیاه در HDA19 ژن حضور تأیید

   PCR واکنش از استفاده

 اختصاصی يپرایمرها جفت با مراز پلی اي زنجیره واکنش

  ژنوم داخل HDA19 ژن وجود آزمون منظور به ژن

  

 هاي لاین در bp 1500 باند وجود شد. اجرا گیاه

 گیاهان داخل ژن موفق تراریختی احتمالی تراریخت

 غیرتراریخت گیاهان ).2 (شکل داد نشان را شده باززا

  ندادند. نشان PCR در را باندي هیچ منفی) (کنترل

  
 گیاه DNA :3 (آب) منفی کنترل :Kb  2 1 مارکر :1 تراریخت. گیاهان هايبرگ در HDA19 کدکننده توالی تأیید .2 شکل

 Nicotiana tabacum برگ از شده استخراج HDA19-His و His-HDA19 ترتیب به :5 و Nicotiana tabacum  4 غیرتراریخت

6: DNA تراریخت غیر گیاه  Nicotiana bentamiana7 ترتیب به :8 و His-HDA19 و HDA19-His برگ از شده استخراج 
Nicotiana bentamiana  

  

 دات از استفاده با HDA19 پروتیین بیان تأیید

  بلات

 از گیاهان در نوترکیب پروتیین تولید تأیید جهت

 ب) و (الف 3 شکل شد. استفاده بلاتینگ دات روش

 ژن بیان که دهدمی نشان را بلات دات سنجش نتایج

 گیاهان کند.می تأیید تراریخت گیاه در را

 دات آزمون براي تراریخت هايلاین و غیرتراریخت

 آمینه اسید شش حضور شدند. استفاده بلات

 اضافه هدف ژن انتهاي و ابتدا به که هیستیدین

 حضور شد. استفاده نشانگر عنوان به گردیده،

 تأیید PVDF غشاء روي بر شده رنگ هاي نقطه

 بیان .باشدمی شده تولید نوترکیب پروتئین حضور

HDA19 باديآنتی توسط anti His tag 

peroxidase سنجش مورد سوبسترا رنگ تغییر و 

 گیاه از شده استخراج پروتیین که حالی در گرفت قرار

 بلات دات سنجش در رنگی تغییر هیچ غیرتراریخت

 دیده بلات تدا نتایج از که همانگونه نداد. نشان

 هايبرگ از آمده دست به پروتیین نمونه شود،می

 قوي سیگنال مثبت کنترل با مقایسه در تراریخت

 هیچ غیرتراریخت گیاه پروتیین که درحالی کرد، ایجاد

 بیان بلات دات نتایج همچنین نداشت. سیگنالی

 هر در را HDA19-His و His-HDA19 پروتیین

 Nicotiana و  Nicotiana tabacum رقم دو

bentamiana آمده دست به پروتیین ولی داد نشان 

  Nicotiana tabacum تراریخت هايبرگ از

 دست به پروتیین با مقایسه در را تريقوي سیگنال

 Nicotiana تراریخت هايبرگ از آمده

bentamiana نیز دیگري پژوهشگران داد. نتیجه 

 شرو از tobacco در پروتیین بیان تأیید براي

 تحقیقی در نمودند. استفاده بلات دات

Ahangarzadeh پروتیین بیان )2012( همکاران و 

 Nicotiana tabacum در را 2bα انسانی اینترفرون

1          2          3          4          5           6          7          8 
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 دیگر پژوهشی در دادند. نشان بلات دات توسط

Soltanmohammadi دات از )2014( همکاران و 

 گوجه در پروانسولین پروتیین بیان تأیید براي بلات

 )Lycopersicum esculentum Mill( نگیفر

 تأیید براي بلات دات روش همچنین نمودند. استفاده

 Nicotiana tabacum در FMDV پروتیین بیان

 اگروباکتریومی تزریق طریق از که رفت کار به

 ,.Habibi-Pirkoohi et al( بودند شده تراریخت

  آنالیز و شناسایی منظور به دیگر پژوهشی در ).2014

  

pHCVcp، تراریخت برگ از شده استخراج پروتیین 

tobacco ارزیابی مورد بلات دات سنجش توسط 

 در HCV که داد نشان بلات دات آنالیز گرفت. قرار

 تراریخت tobacco هايبرگ از استخراجی پروتیین

 درPVX-core)  و  (pBI-core وکتورهاي با شده

 محلول پروتیین مقدار همان با منفی کنترل با مقایسه

 بیان که داشتند اظهار پژوهشگران دارد. وجود تام

PVX-core سازه با مقایسه در pBI-core بسیار 

   .)Mohammadzadeh et al., 2014( بود بالاتر

  (الف) (ب)      
  

   HDA19-His نبیا :Nicotiana tabacum 1 -6 گیاه هايبرگ در پروتیین بیان الف) بلات. دات با پروتیین بیان تأیید .3 شکل

 داراي خالص پروتیین نانوگرم 50( مثبت کنترل - 18 غیرتراریخت گیاه پروتیین :14 وHis-HDA19 13 بیان :17-15 و 12 - 7

  His-HDA19بیان :HDA19-His 7-16 بیان :Nicotiana bentamiana 1 -6 گیاه هايبرگ در پروتیین بیان ب) ).His برچسب

  ).His برچسب داراي خالص پروتیین نانوگرم 50 ( مثبت کنترل - 18 غیرتراریخت گیاه پروتیین :17

  

-SDS از استفاده با HDA19 پروتیین بیان تأیید

PAGE   

 ژل از تراریخت هايپروتیین بیان مشاهده براي

SDS-PAGE 12تشخیص براي شد. استفاده درصد 

 باندي الگوي يمقایسه از تراریخت پروتئین

 استفاده منفی شاهد يونهنم با تراریخت هاي پروتئین

 تحت که بود غیرتراریختی گیاه شاهد ينمونه .شد

 کشت مورد اصلی هاينمونه با همراه مشابه شرایط

 هايکلونی بیان یجهتن 4 شکل. بودند گرفته قرار

 بر آنالیز پی در شاهد نمونه با مقایسه در نوترکیب

 همانگونه دهد.می نشان را SDS-PAGE ژل روي

 هم باند یک وجود شودمی مشاهده تصویر نای در که

 در کیلودالتون) 57( انتظار مورد پروتیینی باند با اندازه

 هاداده آنالیز که شد موجب غیرتراریخت و تراریخت گیاه

   بسازد. غیرممکن SDS-PAGE نتایج روي از را

  با استفاده از الایزا HDA19بررسی بیان پروتیین 

طور کمی با الایزا اندازه بیان پروتیین نوترکیب به 

). تکنیک سنجش الایزا روش 5گیري شد (شکل 

هاي بسیار ساده و آسانی براي سنجش کمی میزان

پیکوگرم) در پروتیین  100اندك پروتیین هدف (

محلول تام است. مزیت عمده این روش توانایی 

ها با سنجش سریع و تکرارپذیر تعداد زیادي از نمونه

 Steffanyزمایشگاهی اندك است (نیاز به تجهیزات آ

et al., 2003( نتایج نشان داد که تولید پروتیین .

 Nicotianaهاي تراریخت نوترکیب در برگ

tabacum  نسبت به شاهد غیرتراریخت کاملاً بالا

) اظهار 2014و همکاران (  Habibi-Pirkoohiبود. 

هاي در برگ VP1داشتند که بیان فراوان 

Nicotiana tabacum  به وضوح  با روش الایزا

قابل مشاهده است که به طور کمی بیان واکسن 
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ها در مقابل هیچ کند. آننوترکیب را اندازه گیري می

سیگنال قوي براي گیاهان غیرتراریخت مشاهده 

نکردند. در پژوهشی دیگر الایزا براي شناسایی 

کار رفت  به Bt-هاي پنبهدر بافت Cry1Acپروتیین 

پروتیین  لیتر میلینانوگرم در  5ش تا و با این رو

). نتایج Wang et al., 2007شناسایی گردید (

آمده در این آزمایش نشان داد که تولید پروتیین  دست به

نوترکیب داراي برچسب هیستیدین در انتهاي آمین 

)His-HDA19 بیشتر از پروتیین داراي برچسب (

 ) درHDA19-Hisهیستیدین در انتهاي کربوکسیل (

). اگرچه روش 5هاي گیاهان تراریخت بود (شکل برگ

حاکی از تراریختی هر دو  SDS-PAGEدات بلات و 

رقم بود ولی روش الایزا تولید پروتیین نوترکیب در گیاه 

  را تایید کرد.  Nicotiana tabacumتراریخت 

  
 

    ٧       ٨        ٩        ۶        ۵       ۴        ١       ٢        ٣        

57 
KDa 

  
 گیاه در پروتیین بیان :5- 3 غیرتراریخت گیاه :2 یینیپروت مارکر :SDS-PAG. 1 از استفاده با HDA19 پروتیین بیان بررسی .4 شکل

 هم دالتون کیلو 57 پروتیین باند .Nicotiana tabacum تراریخت گیاه در پروتیین بیان :Nicotiana bentamiana6 -9  تراریخت

  شود. می مشاهده HDA19 پروتیین با اندازه

  

  
بیشتر از  His-HDA19روز پس از تزریق اگروباکتریوم. بیان پروتیین  5ا با استفاده از الایز HDA19بررسی بیان پروتیین  .5شکل 

HDA19-His  در گیاه تراریختNicotiana tabacum است در حالی که بیان پروتیین در گیاه تراریخت Nicotiana bentamiana  

  مشاهده نگردید. با استفاده از الایزا
  

  

  

  

 قبلی گزارشات با مشابه تحقیق این در 

)Streatfield et al., 2001; Kang et al., 

2004; Sala et al., 2000; Gil et al., 2001( 

 شدند استفاده کوزاك توالی و CaMV 35S انداز راه

 شدند. اپتیمایز ژن بیان افزایش منظور به هاکدون و

 در pB2GW7 وکتور باینري حاضر، مطالعه در

 دازان راه وکتور این رفت. کار به گیاه تراریختی

CaMV 35S دولپه، گیاهان در کند.می حمل را 



 )1-12( 1395 زمستان، شانزدهمشماره  ،ششم سال، فناوري گیاهان زراعیمجله علمی ـ پژوهشی زیست 10

 

CaMV 35S و قوي زیرا است مناسب انداز راه یک 

 تراریختی بیان از بالایی میزان تواندمی و است دائمی

 هايارگان و هاریشه ها،غده ها،میوه ها،برگ در را

 توالی ).Kumar et al., 2007( گردد موجب دیگر

 استفاده HDA19 ژن یانب افزایش منظور به کوزاك

 برچسب ).Rajabi Memari et al., 2010( شد

His از هدف پروتیین سازي خالص و شناسایی براي 

 رفت کار به تراریخت گیاه دیگر هاي پروتیین

)Leelavathi et al., 2003.(  

 گیاه در ژن بیان از خوبی سطح آزمایش این در

Nicotiana tabacum  گیاه به نسبت Nicotiana 

bentamiana نوترکیب پروتیین تولید گردید. مشاهده 

His-HDA19 از بیشتر HDA19-His هايبرگ در 

 SDS-PAGE در اگرچه آمد. دست به تراریخت گیاه

 پروتیین موردنظر باند معادل کیلودالتون، 57 حدود باند

HDA19 تراریخت گیاهان در Nicotiana 

tabacum  و Nicotiana bentamiana مشاهده 

 گیاه در نوترکیب پروتیین تولید الایزا روش ولی ردیدگ

 با کرد. تایید را  Nicotiana tabacum تراریخت

 گیاه این که کنیم اظهار توانیممی هایافته به توجه

 نوترکیب، HDA19 تولید براي مناسبی میزبان

 نسبت داستیلاز، هیستون هايپروتیین از اي نماینده

 روش و باشدمی Nicotiana bentamiana به

   و بلات دات دیگر، روش دو به نسبت الایزا

SDS-PAGE، تراریخت هايلاین شناسایی براي 

 تحقیق در دارد. برتري نوترکیب پروتیین تولیدکننده

 HDA19 پروتیین موقت بیان بار اولین براي حاضر

 Nicotiana و Nicotiana tabacum هايبرگ در

bentamiana هایافته و فتگر قرار بررسی مورد 

 میزبان گیاه Nicotiana tabacum  که داد نشان

 از اي نماینده نوترکیب، HDA19 تولید براي مناسبی

 به نسبت داستیلاز، هیستون هايپروتیین

Nicotiana bentamiana براي همچنین باشد.می 

 الایزا His-tag که داد نشان تحقیق این بار اولین

 نوترکیب پروتیین بیان تأیید براي مناسبی روش

HDA19 گیاه در tobacco .است  
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