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 تمامی در جهانی، بهداشت معضلات مهمترین از یکی اسهالی هايبیماري

 توانمی هابیماري این کننده ایجاد عوامل میان از باشند.می مطرح سنی هاي رده

  Vibrio choleraeو )Enterohemorrhagic Escherichia coli )EHEC به

 ایجاد عامل ترینشایع ،O157:H7 سروتایپ EHEC گروه در کرد. اشاره

 توکسین نیز ویبریوکلرا در کند.می بیماري ایجاد STX2 سم طریق از اسهال،

CTX ساختار داراي سموم این دوي هر گردد.می بیماري بروز به منجر AB5 

 زیرواحد، این ذاتی زاییایمنی و B حدزیروا بودن سمی غیر به توجه با هستند.

 کرد. معرفی سموم این علیه ایمنی ایجاد براي مناسبی کاندیداي را آن توانمی

 محسوب نوترکیب هايایمونوژن تولید براي مناسبی زیستی رآکتور گیاهان بذور

 اصلی ساختار توانند می شوندمی بیان گیاه در که ايبیگانه هايپروتئین و شده

 زیرواحد از متشکل نوترکیب پروتئین بیان تحقیق این در کنند.می حفظ را خود

 یک کاندیداي عنوانبه گیاه کدونی ترجیح با STX2 و کلرا سم دو اتصالی

 و sc )stx2B ژنی قطعه منظور بدین شد. بررسی بذر در خوراکی ایمونوژن

ctxB( کلزا بذر اختصاصی برندهپیش کنترل تحت گیاهی بیانی ناقل به FAE 

)Fatty Acid Elongase( هايروش با ژنی سازه حضور تائید از پس و منتقل 

 جهت و انتقال گیاه تراریختی جهت فاشینس تومی اگروباکتریوم به مولکولی،

 گیاهی بیان میزان تراریختی، تأیید از پس شد. منتقل کلزا گیاه به پروتئین بیان

 40 حدود پروتئین میزان و ارزیابی الایزا روش به بذر در نوترکیب پروتئین

 بالاي کارایی بیانگر تحقیق این نتایج شد. زده تخمین بذر گرم یک در گرممیلی

  باشد.می نوترکیب پروتئین تولید براي بذر از استفاده
  

 ایمونوژن ،ویبریوکلرا ،EHEC ،تراریخت کلزاي گیاه :کلیدي هايواژه

  .خوراکی

Diarrheal diseases have been considered as one of the most 
major world health problems in all age categories. Among all 
the pathogens caused to diarrhea, entrohemorrhagic 
Escherichia coli (EHEC) and Vibrio cholerae are the most 
important agents. E. coli O157:H7 as the most important 
serotype of EHEC bacteria caused diarrhea by producing 
STX2 toxin. In vibrio cholerae the cholera toxin (CTX) also is 
the main virulence factor that leads to diarrhea. Both of these 
toxins are belong to AB5 family and due to non-toxicity and 
natural immunogenic characteristic of B subunit, it could be 
introduced as an appropriate candidate for immunogenicity 
against these toxins. Plant seeds are an effective biological 
bioreactor for production of recombinant immunogenic 
antigens and also foreign proteins can be expressed in plants 
with the native structure. In this research, the production of 
recombinant protein composed of binding subunits of STX2 
and cholera toxin was evaluated in canola seed as an oral 
vaccine candidate. The SC construct composed of (stx2B and 
ctxB) was subcloned to plant vector under the control of 
canola seed specific promoter (fae) and transformed to 
Agrobacterium tumefaciens. Then the recombinant vector was 
transformed to plant host via Agrobacterium mediated 
transformation. Transgenic plants was evaluated and the 
amount of chimeric protein expressed in transgenic canola 
seed was determined by semi quantitative ELISA and 
subsequently the amount of chimeric proteins was estimated 
40 milligram per 1 gram seed. The results showed that the 
canola seed can efficiently produce recombinant protein. 
 
Keywords: Transgenic canola plant; EHEC; Vibrio cholerae; 
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 هايسم B واحد زیر از نوترکیب پروتئین کننده بیان کلزاي تراریخت گیاه ارزیابی

STX2 و CTX ویبریوکلرا و کلاي اشریشیا هايباکتري  
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 Abstract  چکیده
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  مقدمه

 مختلف عوامل توسط که ايروده هايعفونت

 عنوان به هنوز گردند،می ایجـاد ايروده زايبیماري

 عمومی بهداشت براي ساز مشکل موارد از یکی

 در را هابیماري از زیادي موارد سالانه و بوده مطرح

 نمایندمی ایجاد ایران جمله از مختلف کشورهاي

)Jafari et al., 2009.( مسئول باکتریایی عوامل 

 این در و باشندمی هاالـاسه بروز از درصد 24 دودح

 ٢ویبریوکلرا و ١ دهندهریزيخون کلاي اشریشیا بین

 و اندمیک اسهـال ایجاد در مهم و عمـده لعوام از

 به دنیا سراسر در توکسین تولید طریق از اپیدمیـک

 WHO/UNICEF 2014; Nguyen( روندمی شمار

and Sperandio, 2012.( از ناشی بالینی علائم دامنه 

 دلیل همین به و است وسیع EHEC سویه با آلودگی

 باکتري این سازد.می دشوار را تشخیص اغلب

 معمولی، اسهال علامت، بدون آلودگی ایجاد تواند می

 Hemorrhagic( هموراژیک کولیت خونی، اسهال

Colitis(، همولیتیک اورمی نشانگان )Hemolytic 

Uremic Syndrome( نماید مرگ حتی و )Matthew 

et al., 2010(. سویه O157:H7 به باکتري این 

 در عمومی سلامت تهدیدکننده اصلی سویه عنوان

 زايبیماري اصلی سروتیپ و صنعتی هايکشور

 زاییبیماري کلی طور به .است شده شناخته انسانی

 مرحله دو در بدن در باکتري این حضور از ناشی

 به باکتري اتصال اول مرحله گیرد:می صورت

 سم تولید دوم، مرحله و روده اپیتلیال هاي سلول

 مثل تردور هايبافت به سم این انتقال و میکروبی

 ویبریوکلرا ).Kühne et al., 2004( باشدمی هاکلیه

 ویبریوناسه خانواده مهم اعضاي از یکی نیز

)Vibrionaceae( اپیدمیک اسهال عوامل از یکی و 

 بیماري ایجاد انتروتوکسین تولید با که است (وبا)

 این توسـط شده تولید انتروتوکسین کند.می اسهال

                                                                  
1. Enterohemorrhagic Escherichia coli. EHEC 
2. Vibrio cholerae 

 از پس و شده ترشح لیسلو خارج محیط به باکتري

 هایون انتقـال از میزبان هايسلول روي بر گذارياثر

 کندمی جلوگیري روده اپیتلیـال هايسلول توسط

)Maheshwari et al., 2011.( کاهش رغم علی 

 در اخیر، هايدهه در هاباکتري این به ابتلا موارد

 بیماري هم هنوز ایران، جمله از و جهان هايکشور

 از یکی و آیدمی حساب به جدي خطر یک اسهال

 خطرناك عوامل جزو و میر و مرگ اصلی عوامل

 است جهانی بهداشت سازمان توسط شده اعلام

)Kühne et al., 2004.( این توسط شده تولید سموم 

 پیروي AB5 خانواده سموم ساختار از باکتري دو

 با A بخش از خانواده این هايتوکسین کنند. می

 سمی غیر عامل عنوان به B بخش و زیمیآن فعالیت

 B بخش اند.شده تشکیل گیرنده به اتصال مسئول و

 است یکسان زیرواحد 5 از متشکل پروتئینی سم این

 زیرواحد به متصل و پنتامریک حلقه یک شکل به که

A باشدمی )Odumosu et al., 2010.( زیرواحد B 

 و است زاییایمنی نظر از سم مهم بخش

 مقایسه در واحد این علیه بر شده تولید هاي ديبا آنتی

 خنثی را سم تريکارآمد طور به A زیرواحد با

 توانمی که است شده مشخص مطالعات در کنند. می

 به زاییایمنی نقش بر علاوه  Bسمی غیر زیرواحد از

 تحریک براي زیستی ایمونوژنیک حامل یک عنوان

 کرد استفاده نیز هاواکسن در ایمنی سیستم

)Sanchez and Holmgren, 2005.( شیوع رغم علی 

 کاهش بر چندانی تأثیر هابیوتیک آنتی با درمان بالا،

 ندارد باکتري دو این توسط شده ایجاد بیماري شدت

)Mellies et al., 2007(. که مسئله این به توجه با 

 ایجـاد فرد بدن در هاعفونت این به ابتلا یکبار

 کارایی )،Sizemore et al., 2004( کندمی مصـونیت

 این از پیشگیري و ایمنی ایجاد براي واکسیناسیون

 زاییعفونت راه که آنجایی از شود.می اثبات هاعفونت

 دهانی-مدفوعی طریق از معمولاً هاباکتري این

)Faecal-Oral( ایمنی سیستم بیشتر و باشدمی 

 نظر به است، دخیل هاآن با مبارزه در مخاطی



 3  ... ارزیابی گیاه تراریخت کلزاي بیان کننده پروتئین :مظفري و همکاران  

  

 تیتر ایجاد طریق از مقابله راه بهترین که رسد می

 سطوح در و ترشحی اختصاصی IgA هايپاسخ بالاي

 هايسیستم در بود. خواهد روده ویژه به و مخاط

 خوراکی هايواکسن زا،ایمنی مواد ارایه و تولید جدید

)Edible Vaccine( از اجزایی شامل عمده طور به که 

 را نظر مورد ژنآنتی نندتوامی است، تراریخت گیاهان

 از استفاده کنند. تولید خود خوراکی هايبافت در

 بیان سیستم عنوان به گیاهی هايسیستم

 ساختار حفظ چون مزایایی نوترکیب، هاي پروتئین

 فرآورده بودن سالم گیاه، در بیگانه پروتئین اصلی

 حیوانی و انسانی هايپاتوژن به آلودگی نظر از حاصل

 کنون تا ).Arun et al., 2009( اردد بر در را

 تشخیص، جهت مختلفی نوترکیب هاي پروتئین

 و هاباديآنتی ن،ـواکس هايژنآنتی ،یآنزیم کاربرد

 است شده تولید انگیاه در ییرودا هايپروتئین

)Kisung ko et al., 2014.( واکسن تولید اصلی کلید 

 از بخصوصی اندام و گیاه انتخاب تراریخت، گیاه در

 مقدار به آن در را نظر مورد ماده بتوان که است آن

 به را آن بتوان همچنین و کرد نگهداري و تولید زیاد

 هايبافت میان در نمود. تجویز خوراکی صورت

 امکان مانند هاییویژگی داشتن علت به بذر مختلف،

 پروتئازي فعالیت بالا، پروتئین میزان آسان، نگهداري

 جهت مناسبی محل کم سیارب آب میزان و محدود

-Orellana( است نوترکیب پروتئین حفظ و تولید

Escobedo et al., 2014.( علیه بر ایمنی ایجاد براي 

 هايواکسن طریق از و اشاره مورد باکتري دو

 دو این از متعددي زايایمنی اجزاي تاکنون خوراکی

 عمومی هايبخش در و جداگانه صورت به باکتري

 بر مبنی ايداده اما است، شده تولید ختتراری گیاهان

 اتصالی هايبخش از واحد ژنی سازه یک طراحی

 قسمت یک در آن تجمع و بیان و نظر مورد سموم

 تحقیق این در منظور بدین ندارد. وجود گیاه خاص

 مصنوعی خوراکی ایمونوژن یک تجمع و تولید امکان

 بذر در )CTX )SC و STX سموم زیرواحد شامل

 در تا گرفت، قرار بررسی مورد تراریخت کلزاي گیاه

 یک عنوان به آن زاییایمنی بررسی بعد مراحل

  گردد. ارزیابی خوراکی ایمنوژن

  

  هاروش و مواد

   باکتري سویه و مواد

 از ویبریوکلرا و O157:H7 يکلا اشریشیا سویه

 .شد تهیه تهران بوعلی بیمارستان مرجع آزمایشگاه

 گروباکتریوما و DH5α يکلا اشریشیا باکتري سویه

 به ژن انتقال جهت LBA4404  سویه فاشینس تومی

 )Invitrogen( اینویتروژن شرکت از گیاهی هاي سلول

 فرمنتاز شرکت از pTZ57R/T پلاسمید گردید. فراهم

 (دکتر pBI1400 پلاسمید از همچنینو تهیه

 زیست و ژنتیک مهندسی ملی پژوهشگاه -سلمانیان

 گیاه بذر در ژن اختصاصی بیان نظورم به )فناوري

 OPD موش ضد کانژوگه باديآنتی .شد استفاده کلزا

 Brassica( کلزا وربذ گردید. تهیه سیگما ازشرکت

napus L.( رقم PF-7045-91 تهیه تحقیقات مرکز از 

 زمان تا و گردید تهیه کرج بذر و نهال اصلاح و

 شدند. نگهداري گرادسانتی درجه 4 دماي در استفاده

 از استفاده مورد مواد و هاهورمون ها،آنزیم کلیه

 استفاده مورد هايبیوتیکآنتی و Fermentas شرکت

 از شیمیایی مواد بقیه شد. تهیه دارویی هايشرکت از

 تهیه مولکولی بیولوژي خلوص با Merck شرکت

 منابع اساس بر استفاده مورد هايروش تمامی گردید.

 ,Sambrook and Russell( فتگر انجام علمی معتبر

2004.(   

  

 واکنش طریق از )sc )stxB-ctxB ژن تکثیر

  PCR ايزنجیره

 ناحیه دو واجد کایمریک ژن به دستیابی منظور به

stxB و ctxB )sc( پیش از قسمتی سه سازه از 
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 مهندسی ملی پژوهشگاه - سلمانیان دکتر( سنتزشده

 از B هايبخش حاوي فناوري) زیست و ژنتیک

 پلاسمید در )CTX )LSC و LT، STX سموم

pUC57، واکنش در الگو عنوان به PCR شد. استفاده 

 توسط CTXB و STXB پروتئین دو کدکننده توالی

 در پپتیدي رابط مؤثر عملکرد و شدند جدا هم از لینکر

 هايآنالیز با پروتئینی قسمت دو تفکیک

 رتکثی جهت گرفت. قرار بررسی مورد بیوانفورماتیکی

 برگشت و رفت آغازگرهاي از نظر، مورد ژن قطعه

 جایگاه داراي رفت آغازگر شد. استفاده )1 (جدول

 آغازگر و کزاك توالی همچنین و  smaI آنزیمی برش

 بود. SacI آنزیم برشی جایگاه حاوي برگشت

 به KDEL اياسیدآمینه چهار توالی همچنین

 کهشب در نوترکیب پروتئین تجمع و گیريمنظورجهت

 کربوکسیلی انتهاي در گیاهی سلول آندوپلاسمی

  .شد تعبیه پروتئین

  

   ).sc( نظر مورد قطعه شناسایی و تکثیر جهت استفاده مورد آغازگرهاي .1 جدول

  است. شده مشخص توالی در آنزیمی برش جایگاه
) Tm توالی آغازگر ) 

 GTGCTAAGGCTGATTATGAAAACACCCGGGCCATA 67/2 رفت

 CAATTCATCCTTCTCTCAGAGCTCGAATTC 63/3 برگشت

 
 و )Max Taq )fermentas آنزیم با PCR واکنش

 کارگیري به و شده طراحی آغازگرهاي از استفاده با

 میکرولیتر 25 نهایی حجم در الگو DNA نانوگرم 10

 درجه 62 اتصال دماي از تکثیر، براي شد. انجام

 منیزیوم یون مولارمیلی 5/1 غلظت و گرادسانتی

 از پس واکنش محصول کیفیت شد. استفاده

 از پس و درصد یک آگارز ژل روي الکتروفورز

  شد. بررسی بروماید اتیدیوم با آمیزي رنگ

  

  pBI1400-sc ژنی سازه تهیه

 ابتدا اولیه آنالیزهاي انجام و کار سهولت منظور به

 pTZ57R/T حدواسط ناقل در PCR محصول

-pTZ57R/T نوترکیب ناقل سپس شد. سازي همسانه

sc ناقل و pBI1400 هضم مورد استاندارد روش طبق 

 از شده خارج قطعه گرفت. قرار )smaI/sacI( آنزیمی

 ناقل در و شده خالص pTZ57R/T-sc ناقل

pBI1400 1 (شکل شد سازي همسانه خورده برش.( 

 میزبان روند به مخلوط اتصال، واکنش پایان از پس

 هايکلنی و منتقل مستعد DH5α کلاي اشریشیا

 بیوتیک آنتی حاوي جامد محیط روي بر نظر مورد

 مراحل از اطمینان از پس شدند. انتخاب کانامایسیـن

 واکنش آنزیمی، هضم هايروش از استفاده با اتصال

PCR با و استخراج نوترکیب پلاسمید یابی، توالی و 

 مستعد اگروباکتریوم اکتريب به انجماد - ذوب روش

  ).Sambrook and Russell, 2004( شد منتقل شده

  

  آن باززایی و گیاه به ژن انتقال

 بذر ،).Brassica napus L( کلزا گیاه تراریختی براي

 سطحی، ضدعفونی ابتدا PF-7045-91 رقم گیاه

 بر دار فاصله صورت به کشت براي و استریل سپس

/MS2 محیط روي
 املاح میزان فنص (داراي 1

 درجه 25 دماي و مصرف) پر و مصرف کم ضروري

 ,.Kang et al( گرفتند قرار گلخانه در گرادسانتی

 نوترکیب اگروباکتریوم با گیاه تراریختی براي .)2004

 محیط در کشت ابتدا pBI1400-sc پلاسمید واجد

 و لیتر)میلی در میکروگرم 50( کانامایسین حاوي مایع

 از شد. تهیه لیتر)میلی در میکروگرم 50( ریفامپیسین

 تهیه رسوب نوترکیب، اگروباکتریوم شبانه کشت

)×g471، 10(محیط در حاصل رسوب و دقیقه MS 

 شد. همگن )mM 10( استوسرینگون حاوي مایع
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 روي بر ساعت 24 مدت به قبل از ايلپه هايبرگ

 mg/L حاوي MS (محیط کشت پیش کشت محیط

 )BAP هورمون mg/L 5/4 و NAA هورمون 1/0

 به ايلپه هايبرگ هايدمبرگ بودند. گرفته قرار

 سوسپانسیون محیط در دقیقه 10 زمان مدت

 ايلپه هايبرگ سپس شدند. داده قرار اگروباکتریوم

 قرار )دار هورمون MS (محیط کشتیهم محیط در

 25 دماي و تاریکی در ساعت 72 مدت به و گرفتند

 ،هاریزنمونه سپس .شدند دارينگه گرادسانتی درجه

 و سفوتاکسیم mg/L 200( ابیـانتخ طـمحی به

mg/L8 هفت حدود از پس یافتند. انتقال )کانامایسین 

 از بعضی روي متعددي هاينوساقه روز ده تا

 بر ها نوساقه این از تعدادي آمد. وجود هب هاریزنمونه

 و ماندند باقی زنده و سبز ،فوق انتخابی محیط روي

 کانامایسین به مقاومت ژن دریافت عدم علت به بقیه

 شده باززا سبز هاي اقهـوسن رفتند.  بین از و شده سفید

 طویل محیط به و دهـش جدا گزینشگر، محیط روي

 منتقل هورمون) فاقد MS (محیط ساقه نو شدن

 فعال، مریستم تشکیل و افیک دشر از پس گردیدند.

/MS2 حیط(م زاییریشه محیط به هانمونه
 حاوي 1

1/0 mg/L هورمون IBA( شدند داده انتقال 

)Zebarjadi et al., 2011; Kahrizi et al., 2007( و 

 در و منتقل خاك به گیاهان هاریشه رشد از پس

 گیاه بذر ایزوله شرایط در گلدهی از پس نهایت

  .شد تهیه احتمالی تراریخت

  

   کلزا گیاهان تراریختی تأیید

 تراریخت کلزاي هايبرگ از ومیژن DNA استخراج

 کیت از استفاده با منفی) (کنترل غیرتراریخت و

)vivantis( وغلظت گرفت انجامDNA  کمک به 

 گیرياندازه )nm260 موج طول (در  اسپکتروفتومتر

 واکنش تخصصی آغازگرهاي جفت از استفاده با شد.

PCR صورت قبلی شرایط با هاينمونه روي بر 

 یک آگارز ژل روي بر PCR محصولات گرفت.

 اتیدیوم با آمیزي رنگ از پس و شده الکتروفورز درصد

 .گرفت قرار ارزیابی مورد بروماید

  

  
   sc ژن سازي همسانه محل .pBI1400-sc از نوترکیب پلاسمید شماتیک تصویر .1 شکل

  است. شده مشخص شکل در اختصاصی هايآغازگر اتصال جایگاه و
 

   تراریخت گیاه بذر در SC نپروتئی بیان بررسی

 هاآن بذور احتمالی تراریخت گیاهان رشد تکمیل از پس

 شد. استخراج آن تام محلول پروتئین و شده آوري جمع

 در تراریخت گیاه بذر گرممیلی 50 منظور این براي

 از استفاده با شدن ساییده از پس و منجمد مایع نیتروژن

 اینترون) رکت(ش بافت تام پروتئین استخراج محلول

 به آمده بدست محلول از شد. استخراج بذر پروتئین

 سپس .گرفت صورت پروتئین سنجش برادفورد روش

 خالص پروتئین از استفاده با کمی نیمه يالایزا واکنش

LSC باکتري در شده تولید نوترکیب E. coli گروه) 

 خوانده نوري جذب به توجه با و طراحی سلمانیان) دکتر

 نمودار یک پروتئین، متوالی هايرقت بربرا در شده

 مختلف مقادیر منظور بدین گردید. رسم استاندارد

 از استفاده با پیکوگرم 7 تا نانوگرم 250 از LSC پروتئین

 کربناتبی - کربنات (بافر پوشاننده بافر میکرولیتر 100

 قرار الیزا چاهک کف در )8 معادل pH با مولار 05/0
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 PBS (بافر PBST بافر با تشوشس انجام از پس گرفت.

 بافر از استفاده با ها چاهک درصد)،05/0 توئین حاوي

PBST پوشانده 1چربی بدون خشک شیر %3 حاوي 

 اولیه، باديآنتی عنوان به شستشو انجام از پس شد.

 پروتئین علیه شده ایمن هايموش سرم 1:1000 رقت

CTX و ژنتیک مهندسی ملی پژوهشگاه در شده(تولید 

 اضافه هاچاهک به سلمانیان) دکتر گروه فناوري، یستز

 به متصل ثانویه باديآنتی شستشو، مرحله از پس شد.

 پس شد. افزوده هاچاهک به )1:5000 (رقت 2پراکسیداز

OPD محلول هاچاهک به شستشو از
 و شد افزوده 3

 متوقف مولار5/2 سولفوریک اسید از استفاده با واکنش

 نانومتر 492 در آمده بدست يها جذب اساس بر شد.

 گیرياندازه با سپس .شد ترسیم یزاالا استاندارد نمودار

 پروتئین در موجود SC نوترکیب پروتئین نوري جذب

 با آن مقایسه و تراریخت گیاهان بذر از شده استخراج

 در SC نوترکیب پروتئین غلظت میزان استاندارد، نمودار

 غیر گیاه بذر از .دیدگر محاسبه بذر تام محلول پروتئین

 و شد استفاده واکنش منفی کنترل عنوان به تراریخت

 Moravec( گرفت انجام مستقل تکرار سه در آزمایش

et al., 2007.(  

  

  نتایج

 در آن سازي همسانه و sc قسمتی دو ژن تکثیر

  pTZ57R/T ناقل

 ساختار از sc قسمتی دو کایمریک ژن به دستیابی جهت

 عنوان به ،pUC57 پلاسمید در موجود lsc قسمتی سه

 نظر مورد قطعه PCR واکنش طی گردید. استفاده الگو

 طول به ژن دو (شامل نوکلئوتید جفت 635 طول با

 و نوکلئوتید 45 طول به لینکر همراه به نوکلئوتید 519

 خاتمه، و شروع هايکدون به مربوط هايترادف

 و KDEL کزاك، هايترادف برشی، هايجایگاه

6XHis( یک آگارز ژل روي بر مشاهده از پس و تکثیر 

 محصول تخلیص کیت توسط نظر مورد باند درصد،

PCR اتصال واکنش ).2- الف (شکل شد سازي خالص 

 گرفت صورت pTZ57R/T ناقل و PCR محصول بین

 انتقال E. coli DH5α مستعد سلول درون به سپس و

 از پس کلونینگ، عمل صحت از اطمینان براي شد. داده

 نظر مورد هايکلنی از پلاسمید سازي خالص

 اختصاصی آغازگرهاي از استفاده با  PCRواکنش

 دو هايآنزیم با آنزیمی هضم و )2- ب (شکل  scقطعه

  شد. انجام )2- پ (شکل ژن سر

  

     
 اندازه نشانگر ها:شکل ههم در1 ستون .pTZ57R/T-sc حاوي نوترکیب کلنی مولکولی تایید و سازي همسانه تکثیر، مراحل .2 شکل

DNA )Mix 100bp(. .قطعه شده سازي خالص و تکثیر محصول :2ستون الف sc در نظر مورد ژن سازي همسانه تایید ب.  آگارز، ژل از 

  .آنزیمی هضم روش با نظر، مورد ژن سازي همسانه تایید :2ستون پ. .PCR روش با پلاسمید،

  

  

  

  

1. Skim milk 
2. Mouse IgG HRP Congugate 
3. O-phenilenediamine 
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 پلاسمیدي ناقل در sc قطعه سازيهمسانه زیر

pBI1400.  

 هضم با pTZ57R/T پلاسمید از موردنظر قطعه

   هاجایگاه همان در و جدا )SacI و SmaI( آنزیمی

 باکتري به و سازي همسانه pBI1400 پلاسمید در

   پس گردید. منتقل DH5α سویه E. coli مستعد

   جامد کشت محیط روي بر اولیه نتخابا از

   روش با سازي همسانه صحت کانامایسین، حاوي

PCR، توالی، تعیین و )3 (شکل آنزیمی هضم   

  .شد تایید

  

       
 الف. .)DNA )Mix 100bp اندازه نشانگر ها:شکل همه در 1 ستون .pBI1400-sc حاوي نوترکیب کلنی مولکولی تایید مراحل .3 شکل

 :3 ستون آنزیم؛ با برش از قبل sc کایمریک قطعه حاوي پلاسمید :2 ستون ؛آنزیمی هضم روش از استفاده با ب. ،PCR روش با

  آنزیمی هضم از پس sc کایمریک قطعه حاوي پلاسمید

  

 ژنی سازه گیاه، به sc ژن انتقال منظوربه

pBI1400-sc وارد انجماد و ذوب روش از استفاده با 

 کانامایسین به مقاوم هايکلنی شد. ماگروباکتریو سلول

 طریق از ژنی سازه حضور و انتخاب جامد محیط روي بر

 گردید تایید باکتري هايکلنی روي بر PCR واکنش

  ).4 (شکل

  

  کلزا گیاه تراریختی و بافت کشت

 و تراریخت گیاهان تولید تا بذور زنی جوانه مراحل

 ارائه )1- 6 (مراحل 5 شکل در گلدان محیط به انتقال

   است. شده

  

  کلزا تراریخت گیاه مولکولی بررسی

 در ژنی سازه حضور اثبات منظور به PCR آزمون

  تراریخت گیاهان

 DNA تراریخت، گیاهان مولکولی بررسی منظور به

 هاي برگ از DNA استخراج کیت از استفاده با ژنومی

 با PCR سپس گردید. استخراج ،گیاهان سبز و جوان

  ).6 (شکل شد انجام sc ژن صاصیاخت هايآغازگر

  

  
 از اگروباکتریوم در pBI1400-sc ناقل حضور تایید .4 شکل

 DNA )Mix اندازه نشانگر :1 ستون .PCR روش طریق

100bpژن حاوي پلاسمید مثبت: کنترل :2 ستون )؛ lsc؛ 

 هايکلنی :4 ستـون ؛ DNA فاقد منفی: کنترل :3 ستون

  pBI1400-sc حاوي هاياگروباکتریوم
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 در اولیه هايبرگ .3 اولیه، هايبرگ .2 کلزا، بذور کشت .1 دهی. بذر مرحله تا کلزا گیاهان به ژنی سازه انتقال مراحل .5 شکل

 بذور .6گلدهی، مرحله در کلزا گیاه .5 کانامایسین، بیوتیک آنتی حاوي انتخابی محیط بر کرده رشد گیاهچه .4 ،اگروباکتریوم مجاورت

  (احتمالی) تراریخت کلزاي گیاه

  

     
 کلزاي گیاه ژنومی DNA منفی: کنترل :2 ستون ؛DNA فاقد منفی: کنترل :1 ستون ؛ PCRباروش ژنی سازه حضور اثبات .6 شکل

 PCR محصول :5-8 ستون ؛ lsc ژن حاوي پلاسمید مثبت: کنترل :4 ستون )؛DNA )Mix 100bp اندازه نشانگر :3 ستون غیرتراریخت؛

  sc سازه با شده تراریخت کلزاي گیاه ژنومی  DNAاز

  

 در SC نوترکیب پروتئین تولید میزان بررسی

  تراریخت گیاهان

 صورت به محلول پروتئین میزان گیري اندازه جهت

 پروتئین حضور .شد استفاده برادفورد روش از کمی،

 از استفاده با و یزاالا روش با )SC( نظر مورد نوترکیب

 با شده ایمن هايموش از آمده دست به باديآنتی

 مقایسه با گرفت. قرار ارزیابی مورد LSC پروتئین

ODنمودار با آزمون این در آمده دست به هاي 

 پروتئین تولید میزان )7(شکل الایزا استاندارد

 متوسط طور به کلزا گیاه تراریخت بذر در نوترکیب

 بافت محلول پروتئین درصد )13/0- 03/0( 06/0

 پروتئین میزان متوسط طور به شد. تعیین )8 (شکل

 يکلزا بذر گرم یک از آمده دست هب نوترکیب

  گردید. محاسبه میکروگرم 40 حدود تراریخت

  

  
   .LSC شده خالص پروتئین از متفاوت مقادیر اساس بر الایزا استاندارد منحنی. 7 شکل

  .است گرفته قرار استفاده مورد SC پروتئین غلظت تعیین براي و گیاه TSP محلول غلظت تعیین براي نمودار این
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 (کلزاي منفی کنترل گیاه در پروتئین شده محاسبه (میزان تراریخت کلزاي بذر در )SC( شده بیان نوترکیب پروتئین میزان. 8 شکل

  نماید).می مشخص را تراریخت کلزاي گیاه مختلف و مجزا هايینلا T1-T8( است). شده کسر هانمونه در بیان میزان از غیرتراریخت)

  

  بحث

 توسط که اسهالی هايبیماري و ايروده هايعفونت

 گردند،می ایجاد ايروده مختلف زايبیماري عوامل

 جهانی بهداشت معضلات بزرگترین از یکی همچنان

 کلاي اشریشیا ).Qadri et al., 2005( باشندمی

 شیوع لحاظ به )EHEC( ايروده دهدهنخونریزي

 مانند گوارشی هايبیماري ایجاد همچنین و بیشتر

 اسهال دهنده)، خونریزي (کولیت خونی اسهال

 اورمی سندرم مانند سیستمیک هايبیماري غیرخونی،

 در مرکزي اعصاب سیستم مشکلات و همولیتیک

 ایجاد براي .است برخوردار ايویژه اهمیت از انسـان،

 به قوي بسیار سمی است قادر باکتري این ي،بیمار

-Melton( نماید تولید )STX( توکسین شیگا نام

Celsa et al., 2012.( زا،بیماري باکتري این کنار در 

 حاد اسهالی بیماري نوعی جهانی شیوع با وبا بیماري

 در و شودمی ایجاد ویبریوکلرا باکتري توسط که است

 به ساعت چند عرض رد تواندمی نشده کنترل شرایط

 منجر مرگ نهایت در و بدن آب شدید دادن دست از

 این زاییبیماري عوامل مهمترین از یکی شود.

 است )CTX( کلراتوکسین ايروده سم باکتري

)Batlan, 2007; Jawets, 2004(. سموم این دو هر 

 بوده AB5 سموم خانواده از )STX و CTX( ايروده

 به توکسین اتصال سئولم B پنتامري واحد زیر که

 باشدمی یوکاریوتی سلول سطح اسفنگولیپیدي گیرنده

)Odumosu et al., 2010(. از متعددي تحقیقات 

 این توانایی بررسی منظور به کنون تا 1995 هايسال

 انجام دنیا در اسهال برابر در ایمنی ایجاد در سموم

 و سم مختلف هايقسمت از هاآن در که است شده

 به سموم این علیه بر شده تولید هايباديیآنت یا

 هاباکتري این سمیت برابر در ایمنی ایجاد منظور

 ;Garcia-Angulo et al., 2013( است شده استفاده

Loc et al., 2011; Huy et al., 2011.( به توجه با 

 مناسبی کاندیداي مولکول این  B زیرواحد عملکرد

 جمله از و فمختل هايواکسن در استفاده براي

 سموم این در. بود خواهد خوراکی هايواکسن

 سطح مختلف هايگیرنده به اتصال با ،Bزیرواحد

 سیستم دسترس در خوبی به تواندمی هدف هايسلول

 آمینه هاياسید ترادف به توجه با و گیرد قرار ایمنی

 شود میزبان در ایمنی پاسخ تحریک موجب آن،

)Beddoe et al., 2010.( یک انتخاب دیگر طرف از 

 کایمریک، پروتئین تولید و بیان براي مناسب میزبان

 زمینه در تحقیقات در که است مسائلی از یکی

 تحقیق این در همچنین و زیرواحدي هايواکسن

 تولید براي امروزه .گرفت قرار توجه مورد

 بیولوژیکی هايدارو و واکسن نوترکیب، هاي پروتئین

 پروکاریوتی سیستم مانند یهایسیستم از استفاده
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 رایج جانوري هايسلول یا و مخمر )،E. coli (نظیر

 یک هر مزایاي رغم علی ).Kisung ko, 2014( است

 که دارد وجود تولید در نیز مشکلاتی هاسیستم این از

 مقیاس در مشکل تولید، بالاي هزینه به توانمی

 نیز و جانبی مواد نظر از تولیدي محصول ایمنی تولید،

 طبیعی شکل با شده تولید هايپروتئین بودن متفاوت

 مطالعات ).Kwon et al., 2013( کرد اشاره هاآن

 از گیاهان در مولکولی زراعت که اندداده نشان اخیر

 سایر به نسبت ایمنی و اقتصادي عملی، نظر

 نوترکیب، هايپروتئین تولید معمول هاي سیستم

  ).Ku.Sahu et al., 2014( باشدمی سودمندتر

 به SC نوترکیب پروتئین تولید نیز بررسی این در

 باکتریایی بیماري دو علیه بر واکسن کاندیداي عنوان

 رسیدن براي گرفت. قرار توجه مورد گیاه در ايروده

 هايجنبه از ژنی ساختار سازي بهینه هدف این به

 شده طراحی مصنوعی ژن در گرفت. انجام مختلف

 با  SC پروتئین ابتداي در لانینآ اسیدآمینه حضور

 و G+4 نوکلئیک اسید آغاز، کدون از بعد  GCT کدون

C+5 بیان برابري چند افزایش براي را نظر مورد 

 مطالعات در .نمود تأمین ترجمه، مرحله در پروتئین

 منظور به توانمی که است شده اثبات مختلف

 زا سلول داخل در شده تولید پروتئین پایداري افزایش

 را پروتئین و کرد استفاده KDEL اسیدآمینه 4 توالی

 این وجود نمود. گیري هدف آندوپلاسمی شبکه به

 شده، کنترل فضاهاي در پروتئین تجمع موجب توالی

 بندي بسته به کمک پروتئین، عمر نیمه افزایش

 Frigerio( گرددمی آن پایداري و هاپروتئین صحیح

et al., 2001.( برنده پیش از تفادهاس دیگر طرف از 

 پروتئین مناسب گیري هدف و FAE نظیر اختصاصی

 تريبالا مقدار به بیان افزایش موجب بذر داخل به

 برنده پیش ).Petruccelli et al., 2006( شودمی

FAE آنزیم به مربوط Fatty Acid Elongase است 

 زمان مدت طی و دهی بذر دوره انتهاي در تنها و

 فعالیت به تنظیمی عناصر کنترل تحت کوتاهی

 برنده پیش این ،محدود فعالیت رغم علی اما ،پردازد می

 است نوترکیب پروتئین از مناسبی مقادیر تولید به قادر

)Salmanian and Kahrizi, 2007.( ارزیابی براي 

 باديآنتی از گیاهان بذور در شده تولید SC پروتئین

 باکتري در شده تولیـد CTXB پروتئین علیه موشی

E. coli استفاده سلمانیان) دکتر گروه در شده (تهیه 

 آن از حاکی SC پروتئین به باديآنتی این اتصال شد.

 گیاهی سیستم در بیان رغم علی پروتئین این که است

 دیگر عبارت به است. نگرفته خود به متفاوتی ساختار

 گیاهی هاي سیستم شدن قندي احتمالی الگوهاي

 نتایج است. نداشته آن مهم هايرساختا بر تأثیري

 SC کایمریک پروتئین بیان میزان که دهدمی نشان

 03/0 از FAE برنده پیش کنترل تحت و کلزا دانه در

 و بود متغیر محلول هاي پروتئین درصد 13/0 تا

 بذر گرم یک از آمده بدست نوترکیب پروتئین میزان

 گربیان نتیجه این .بود میکروگرم 10- 40 حدود کلزا

 در کلزاست. دانه در برنده پیش این فعالیت و کارایی

 صورت به  CTXB پروتئین میزان قبلی مطالعات

 توتون گیاه در انسانی انسولین B زیرواحد به متصل

 تام محلول پروتئین درصد 1/0-08/0 بین تراریخت

 منظر، این از ).Li et al., 2006( است شده گزارش

 بالا توتون برگ در کایمریک پروتئین بیان میزان

 خاطر به گیاه برگ که داشت توجه باید اما است، بوده

 پروتئازهاي گیاه)، وزن درصد95 (تا فراوان آب داشتن

 در و آلکالوئید وجود کم، پروتئینی محتویات زیاد،

 عملاً مناسب، سازي ذخیره شرایط وجود عدم نهایت

 نگهداري و تجمع تولید، براي مناسب اندام

 واکسن نظیر ایمونوژن مواد و نوترکیب هاي پروتئین

 نیز )2013( همکاران و Rossi يمطالعه در نیست.

 درصد 3/0 توتون بذر در STX پروتئین بیان میزان

 Ding است. بذر در مناسبی بیان بیانگر که است بوده

 را فیبروبلاستی رشد فاکتور بیان )2006( همکاران و

 %04/0 حدود در CaMV 35S پیشبرنده کنترل تحت

 بیان این اما دادند گزارش دانه تام محلول پروتئین

 (گلیسینین) دانه اختصاصی برنده پیش کنترل تحت

 که است رسیده تام محلول پروتئین %3/2 به
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 افزایش در اختصاصی برنده پیش نقش دهنده نشان

 تحقیق این نتایج با گزارش این مقایسه .باشدمی بیان

 از بهتر بسیار FAE ندهبر پیش که دهدمی نشان

 اما .ایدنم عمل دانه در CaMV 35S برنده پیش

 هايبرنده پیش از استفاده با را بیان میزان توان می

 طور به گلیسینین نظیر دانه، در پروتئین کننده ذخیره

 بیان مطالعات این تمامی در .بخشید بهبود مشهودي

 قسمتی تک صورت به گیاه در نوترکیب پروتئین

 مورد پروتئین که مشابه مطالعات در است. شده انجام

 ژنآنتی یک با اتصال در و قسمتی دو صورت به نظر

 قابل پروتئین بیان درصد میزان گردیده، بیان دیگر

 نشان مسئله این باشد.می تحقیق این نتایج با مقایسه

 کایمریک پروتئین بیان در قبولی قابل موفقیت دهنده

 در است. تراریخت کلزاي گیاه بذور در شده طراحی

 بیان میزان )2011( همکاران و Huy يمطالعه

 (ژن sCOE با متصل sCT-B نوترکیب پروتئین

 اسهال ویروس کننده خنثی توپاپی مصنوعی

 در و TSP درصد 0065/0 کاهو در خوکی) اپیدمیک

 )2004( همکاران و Kim توسط مشابهی مطالعه

 LFP و CTB قسمتی دو پروتئین بیان میزان

 002/0 زخم) سیاه عامل باکتري از زاایمنی (پروتئین

 بوده زمینی سیب غده در محلول پروتئین کل درصد

 تحقیق، این از حاصل نتایج با مقایسه در که است

 بذور در تريمناسب بیان SC کایمریک پروتئین

 بیان دیگري بررسی در است. داشته تراریخت کلزاي

 از ژنآنتی 3 (حاوي EIT کایمریک نوترکیب پروتئین

 و کلزا دربذر دهنده)خونریزي کلاي اشریشیا باکتري

 در FAE بذر اختصاصی برنده پیش کنترل تحت

 است بوده بذر پروتئین تام محلول درصد 3/0 حدود

)Amani et al. 2011( از بالاتري بیان نشانگر که 

 ايذخیره هايبافت اختصاصی هايدرسیستم پروتئین

   است. اختصاصی برنده پیش کنترل تحت بذر مانند

 بیان خصوص در تحقیقاتی قبل، مطالعات در

 و تراریخت گیاه در ctx و stx سموم کامل هاي ژن

 )edible vaccin( خوراکی طریق به آن از استفاده

 به هافاکتور این از یک هر بیان و است شده انجام

 قرار ارزیابی مورد هاژنآنتی سایر به متصل یا تنهایی

 هايبخش که است شده مشخص است. گرفته

 پروتئین) کل به (نسبت نوترکیب صورت به اتصالی

 ییزایمنیا کنند. ایجاد تريمناسب ایمنی توانندمی

 شده اثبات یقیتزر یقطر از CTX و STX سموم

)Clemens et al.,2011, Karaman et al., 2012, 

Matsui et al., 2009( یخوراک عنو رودیم انتظار و 

 هايپاسخ و ایمنی سیستم یکتحر بتواند یزن

  نماید. ایجاد حیوانی مدل در را مناسبی مخافظتی

 دو کایمریک پروتئین بیان نیز تحقیق این در

 بیورآکتور یک عنوان به کلزا بذر در SC قسمتی

 موفقیت با نوترکیب، هايپروتئین تولید براي زیستی

 پروتئین این زایییایمن مسیر ادامه در تا شد انجام

 مورد خوراکی طریق از حیوانی مدل در نوترکیب

  گیرد. قرار ارزیابی

  

  سپاسگزاري

 پژوهشگران از حمایت صندوق مالی مساعدت از

 مهندسی ملی پژوهشگاه و )89000539 (طرح کشور

 براي )411 شماره (طرح فناوري زیست و ژنتیک

 این انجام شرایط و آزمایشگاهی امکانات تامین

  .شودمی سپاسگزاري تحقیق
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