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  چكيده

هاي نوتركيب در سطوح بالا و با كيفيت بيورآكتورهاي مناسبي براي توليد پروتئين ،گياهان تراريخت
در انتقال و مهم از مراحل يكي مناسب  يسازي ژن كدكننده پروتئين هدف در ناقل بيانهمسانهباشند. مي هترب

ي فاكتور رشد شبه cDNAسازي باشد. هدف از اين تحقيق، همسانهد نظر ميپروتئين در گياه مورموفق بيان 
بود. براي اين منظور، ابتدا با استفاده از يك جفت  يمناسب گياه يهاي بيانناقل) در IGF1( 1-انسولين
هاي برشي تعبيه شده در ساختار آغازگر تكثير و با استفاده از سايت IGF1ي ژن cDNA ،اختصاصيآغازگر 

با توجه به مزاياي غلات بدليل كشت وسيع، بيوماس بالا، قابليت ذخيره وارد گرديد.  pMCS5ناقل پايه در 
يك ناقل در  cDNA، يابيپس از تواليهاي دارويي، دانه و قابليت استفاده خوراكي براي توليد پروتئين

- توجه به اينكه كلروپلاست سازي گرديد. همچنين بابيان پروتئين در غلات همسانهانتقال و مناسب براي 

ي cDNAدارند، در سطوح بالا  عملكردي هاي تراريخت پتانسيل بيشتري براي توليد پروتئين نوتركيب
سازي نيز همسانهتوتون در كلروپلاست  IGF1براي انتقال و بيان  اختصاصييابي شده در دو ناقل توالي

ژن امكان حذف تا احاطه شده  LoxPتوالي مستقيم گرديد. در يكي از اين ناقلها، ژن گزينشگر بوسيله دو 
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  قدمهم
) يك IGF1( 1-فاكتور رشد شبه انسولين

ون آنابوليكي كبدي است كه رشد و تمايز هورم
اكثر سلولها را القا كرده و در ترميم و بازسازي 

 & Jones(كند بافتها نقش اساسي بازي مي

Clemmons, 1995( . با توجه به نقش اساسي
IGF1 چار نقص در، افرادي كه دانسان در بدن 
رنج زيادي را تحمل ، هستنداين پروتئين توليد 

. درمان كمبود )Kim & Lee, 1996(كنند مي
IGF1  نيازمند تزريق روزانه حدود در افراد بيمار

درمان باشد. بنابراين، ميلي گرم از آن مي 5/1- 2
ر سال گرم دميلي 600بدليل نياز حدود  IGF1با 

باشد. علاوه بر مي پرهزينهبسيار  ،يك بيماربراي 
هاي ديگري از قبيل در درمان بيماري IGF1آن، 

 Bach(، ديابت )Laron et al., 1992b(كوتولگي 

et al., 1993(  پوكي استخوانو )Ebeling et al., 

 بيشتردر حال حاضر، كاربرد دارد. نيز  )1993
IGF1  مورد نياز از طريق بيان در باكتريE. coli 

)Joly et al., 1998a(  و يا مخمر)Gill et al., 

 هاسيستم اين ،با اين حال شود.تامين مي )1999
يبي از قبيل هزينه بالاي ساخت و داراي معا

نگهداري فرمانتورها، عدم انجام تغييرات پس از 
و تشكيل  )Philippou et al., 2014(ترجمه 

در باكتريها و تنوع مشاهده  1تجمعات پروتئيني
توليد شده در  IGF1شده در فعاليت بيولوژيكي 

گياهان . )Daniell et al., 2009a( باشندمخمر مي
اسبي براي توليد هاي منسيستم ،تراريخت
هاي نوتركيب در سطوح تجاري و صنعتي پروتئين

                                                            
1 Inclusion bodies 

كنند. گياهان داراي مزاياي متعددي براي فراهم مي
از جمله  ،هاي نوتركيب هستندتوليد پروتئين

هزينه پايين كشت گياهان در سطح وسيع، دارا 
هاي طبيعي براي ذخيره پروتئين از قبيل بودن اندام

وسعه يافته براي هاي تدانه و وجود روش
وري آنها آبرداشت، حمل و نقل، ذخيره و فر

)Kusnadi et al., 1997(شود كه . تخمين زده مي
ياهان هاي نوتركيب در گهزينه توليد پروتئين

هاي توليد در برابر كمتر از هزينه 50تا  10حدود 
توليد . )Giddings et al., 2000(باكتري باشد 

IGF1  در گياهان براي اولين بار در توتون و برنج
. )Panahi et al., 2004(است  صورت گرفته

هاي در كلروپلاست IGF1همچنين، توليد 
و بذر  )Daniell et al., 2009a(تراريخت توتون 

نيز گزارش شده  )Li et al., 2011(آرابيدوپسيس 
گزارشي در خصوص  كنوناست. با اين حال تا 

و يا بيان اين  IGF1سازي ژن كد كننده همسانه
ه به با توج. ارائه نشده استئين در ايران پروت

نقص ژن كد كننده اين سازي بياينكه همسانه
هاي بياني مناسب گياه از پروتئين در ناقل

مهمترين مراحل انتقال و بيان موفق آن در گياه 
ي cDNAباشد، در اين تحقيق تلاش گرديد تا مي

و در  جداسازياز سلولهاي انساني  IGF1ژن 
ناسب براي انتقال و بيان در گياهان هاي مناقل
- همسانه ي مانند ذرت و گندماز قبيل غلات ،مهم

  سازي گردد.
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  هامواد و روش
ي ژن مربوط به cDNAجهت جداسازي 

)، ابتدا IGF1انساني ( 1فاكتور رشد شبه انسولين 
RNAهاي كشت شده در محيط ي كل از سلول
 ،ن منظورايبراي اي جداسازي شد. شيشهدرون

 inكشت شده در محيط  ابتدا سلولهاي انساني

vitro استراسبورگ-(تهيه شده از انستيتو پاستور -
ي RNAكوبيده شد. سپس، در ازت مايع  فرانسه)

 گرديد.استخراج  با استفاده از روش تريزولكل 
ميكروليتر محلول واكنش  cDNA ،14براي تهيه 

 10 استخراج شده، يRNA از μg 5حاوي 
از  T ،mM 10گونوكلوتيد پلي پيكومول الي

قرار داده شد و  C 65°، در دماي dNTPمخلوط 
دقيقه، بلافاصله روي يخ منتقل گرديد.  5پس از 

برابر غلظت  5بافر  μl 4پس از يك دقيقه، 
 1مخصوص واكنش رونويسي معكوس، 

 MgCl2 ميكروليتر 1مولار،  DTT 1/0 ميكروليتر
رونويسي  يمآنز ميكروليتر 5/0مولار و ميلي 50

، به محلول واكنش  Super Script III معكوس
ساعت  1اضافه گرديد. سنتز رشته اول به مدت 

براي تكثير  انجام گرفت. C 50°در دماي 
cDNA مربوط به ژن كامل يIGF1  جفت از

'AAA-5 شامل  IGF1ژن آغازگر اختصاصي 

 CTC ACG GAG CCG GGA ATG CAT

3'-TG و   TCA CTA TCC GGA GG-5'

CCT GTA GTT CTT GTT TCC T-3'  كه به
و بر  ترتيب آغازگر روبه جلو و روبه عقب بودند

(كد  NCBIهاي موجود در سايت اساس توالي
طراحي گرديدند، ) NM-000618 دسترسي

همچنانكه مشخص است، در استفاده شد. 

و  NdeIبالادست آغازگر روبه جلو، سايت برشي 
، سايت برشي در پايين دست آغازگر روبه عقب

BamHI  .هاي آغاز و توالي كدونطراحي گرديد
پايان ژن نيز به ترتيب در ساختار آغازگرهاي 
روبه جلو و روبه عقب با حروف پررنگ مشخص 

دقيقه اي  4شامل يك مرحله  PCR برنامهاند. شده
 s 45چرخه، هر كدام شامل  C 95 ،30°در دماي 

، C 72°  در s 60و  C 55°در   C 95 ،s 45°در  
 C°اي در دماي  دقيقه 10و در پايان، يك مرحله 

 ژل روي از DNA قطعات سازيخالص بود. 72
 DNA Ambicleanاز كيت  آگارز با استفاده

و بر اساس  مالزي)- Vivantis(شركت 
سازنده  شركت توسط شده توصيهدستورالعمل 

 لازم مواد ،1هاي اتصالدر واكنش .گرديد انجام
 100-300 شامل واكنش وليترميكر 15 براي

يافته با آنزيمهاي  برش ناقل يDNAنانوگرم 
 برابر 3 تا 1 نسبت به الحاقي يDNA مورد نظر،

 و T4-DNA ligase×10 بافر ميكروليتر 5/1 ،ناقل
 تيوب در ،T4-DNA ligase آنزيم واحد 5

 شب يك مدت به C16° دماي در و شده ريخته
لاسميد از روش براي استخراج پ .شدند داده قرار

استفاده  Dolyو  Birnboimپيشنهاد شده توسط 
 . غلظت)Birnboim & Doly, 1979( شد

 چگالي گيري اندازه طريق از نوكلئيك اسيدهاي
 تعيين و يا الكتروفورز روي ژل آگارز نوري
براي  Lasergene 7فزاري از بسته نرم ا .گرديد

- سازي و انتخاب مناسبطراحي آغازگرها و شبيه

   سازي استفاده گرديد.براي همسانه راهبردترين 

                                                            
1 Ligation 
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  و بحث نتايج

ي استخراجي RNAاز تاييد كيفيت پس 
چارچوب ، cDNAسنتز  و الف)-1 (شكل

 تكثير گرديد bp 336با اندازه  IGF1ترجمه 
ه در ناقل قطعه تكثير شدسپس،  .ب)-1(شكل 

pMCS5 )MoBiTec GmbHهاي ) بين سايت
از  سازي گرديد.همسانه BamHIو  NdeIبرشي 
، E. coliبه باكتري  اتصالمحصول نصف انتقال 

تشكيل روي محيط گزينشي كلوني  50حدود 
بررسي و پس از  PCRبا  كلوني 10. حدود شد

تاييد اوليه، تاييد نهايي تعدادي از آنها با هضم 
-توالي نتيجه ج).- 1نجام گرفت (شكل آنزيمي ا

حاوي توالي كاملا كلوني  2نشان داد كه يابي 
باشند. مي NCBIمشابه با توالي ثبت شده در 

 pMCS5-IGF1(كه پلاسميدها اين يكي از 
، براي مراحل )الف-2، شكل نامگذاري گرديد

هاي بياني مورد سازي و تهيه ناقلبعدي همسانه
مرحله بعد تلاش گرديد  در استفاده قرار گرفت.

سازي شده، در ناقل بياني ي همسانهcDNAتا 
مناسب براي گياهان قرار داده شود. برخي 

هاي مهم غلات از قبيل دامنه و سطح ويژگي
وسيع كشت، بيوماس بالا و خاصيت انبارداري، 
غلات را به بيورآكتورهاي مناسبي براي توليد و 

ه است هاي انساني تبديل كردذخيره واكسن
)Hefferon, 2009( . بنابراين، طراحي و ساخت

يك ناقل بيان مناسب براي انتقال و بيان ژن 
IGF1  در غلات در دستور كار قرار گرفت. بر

-اساس مطالعات انجام شده، ريزپرتابي مناسب

باشد ترين روش براي انتقال ژن به غلات مي
)Panstruga, 2004( براي اين منظور تلاش .

گرديد كه ناقل طراحي شده ويژگيهاي يك ناقل 
مناسب براي انتقال ژن به روش ريزپرتابي از 
قبيل اندازه كوچك و قدرت همانندسازي بيشتر 

را داشته باشد. يكي از  E. coliدر باكتري 
مهمترين ساختارهاي ناقل بياني، تهيه كاست 

ن بيان بياني براي ژن هدف به منظور تضمي
باشد. براي اين منظور مناسب پروتئين هدف مي

با استفاده از سايتهاي  IGF1ي ژن cDNAابتدا 
از ناقل  SphI(انتهاي صاف) و  EcoRVبرشي 

pMCS5-IGF1  جدا و بين سايتهاي برشي
SmaI  (انتهاي صاف) وSphI  در ناقلpFF19G 

انستيتو ماكس پلانك -(اهدائي پروفسور بوك
سازي همسانه GUSوالي ژن آلمان) بجاي ت

گرديد. بنابراين، در ناقل نوتركيب حاصل كه 
pFF19G-IGF1  ب) نامگذاري -2(شكل

تحت كنترل  IGF1گرديد، كاست بيان ژن 
از ويروس  35Sعوامل بيان مربوط به ژن 

CaMV  تهيه گرديد. براي تكميل ناقل بياني، بايد
كاست بيان يك ژن گزينشگر مناسب نيز در ناقل 

شد. مطالعات نشان تركيب حاصل وارد مينو
لپه و بويژه غلات اند كه اكثر گياهان تكداده

براي باززايي گياه كامل از سلولهاي تراريخت به 
زايي سوماتيكي در تاريكي نياز يك دوره جنين

  .)Ahmadabadi et al., 2007(دارند 
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ي استخراج شده از سلولهاي انساني كشت شده در RNAنمونه تصوير الكتروفورز (الف)  -1شكل 
(با  IGF1ي ژن cDNAحاصل از تكثير  PCRحصول م. (ب) تصوير الكتروفورز ايدرون شيشه شرايط
(ج) تصوير الكتروفورز محصول هضم آنزيمي  اختصاصي. آغازگر)، با استفاده از جفت bp 336اندازه 

جفت بازي،  336. تشكيل باند BamHIو  NdeIبا آنزيمهاي برشي  pMCS5-IGF1ناقل نوتركيب 
را  pMCS5ناقل پايه  BamHIو  NdeIرشي در بين سايتهاي ب IGF1ي ژن cDNAسازي موفق همسانه

 اتصالمستقل حاصل از انتقال محصول چهار كلوني دهنده نشان، 4و  3، 2، 1هاي دهد. شمارهنشان مي
  .)Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder Mix( : ماركرM باشند.مي E. coliبه باكتري 

Figure 1- (A) Agarose gel electrophoresis of RNA extracted from human cells in in vitro 
culture conditions. (B) PCR products amplified from cDNA of the IGF1 gene (size 336 
bp), using specific primers. (C) Gel electrophoresis of enzymatic digestion products of 
pMCS5-IGF1 recombinant vector cut with the NdeI and BamHI enzymes. Amplification 
of a 336 bp band shows the successful cloning of the IGF1 cDNA between NdeI and 
BamHI sites of the pMCS5 basic vector. Numbers 1, 2, 3 and 4 represent four 
independent colonies obtained from E. coli transformation with ligation product. M: 
marker (Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder Mix). 

  
بهتر است  ،بنابراين، براي گزينش كارآمد

از سيستمي استفاده شود كه در تاريكي بيشترين 
كارآيي را داشته باشد. ژن فسفومانوز ايزومراز 

)pmi ( بعنوان يك ژن گزينشگر مناسب براي
گندم و ذرت معرفي شده است غلات بويژه 

)Ahmadabadi et al., 2007; Wright et al., 

گزينش در . اين ژن علاوه بر كارآيي بالاي )2001
تيكها بيوتاريكي، هيچگونه مقاومتي در برابر آنتي

- . لذا از نظر ايمنيكندو يا داروها ايجاد نمي

داراي زيستي نيز نسبت به ساير ژنهاي گزينشگر 
استراتژي بنابراين، در مرحله بعد، باشد. مزيت مي

كه ( pmiكاست بيان ژن مناسب براي جاسازي 
ژي دانشگاه شهيد قبلا در آزمايشگاه بيوتكنولو

جداسازي و  E. coliمدني آذربايجان از باكتري 
 pFF19G-IGF1) در ناقل سازي شده بودهمسانه

طراحي گرديد. با توجه به محدود بودن سايتهاي 
 NcoIو  EcoRIبرشي در پيكره اين ناقل به 

 pmiكه امكان جاسازي كاست ژن ب) - 2(شكل 
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 ,pMA4 )Ahmadabadiكرد، لذا از را فراهم نمي

واسطه براي تجميع كاستهاي ناقل  بعنوان )2007
استفاده گرديد. براي  pmiو  IGF1ژن دو بيان 

با استفاده  IGF1اين منظور ابتدا كاست بيان ژن 
در ناقل  EcoRIو  HindIIIاز سايتهاي برشي 

pMA4  جاسازي گرديد تا ناقل نوتركيب
pMA4-IGF1  سپسج) تشكيل شود- 2(شكل . 
با استفاده از سايتهاي برشي  pmiكاست بيان 

SacII  وNcoI  در ناقلpMA4-IGF1  در كنار و
 سازي گرديد.همسانه IGF1كاست بيان ژن 

 pMA4-IGF1-pmiحاصل كه  يوكتور بيان
د) نامگذاري گرديد، براي انتقال پايدار - 2(شكل 

به روش ريزپرتابي به غلاتي از قبيل  IGF1ژن 
باشند، مناسب مي pmiكه فاقد ژن  ذرت و گندم

جاسازي ژن در باشد. لازم به ذكر است كه مي
هاي نوتركيب حاصل در هر مرحله تمام ناقل

و هضم آنزيمي تاييد گرديد كه نتايج  PCRتوسط 
تاييد بوسيله هضم آنزيمي بدليل اهميت در شكل 

  نشان داده شده است. 3

  
-pMA4و ) ج( pMA4-IGF1، )ب( pFF19G-IGF1، ف)(ال pMCS5-IGF1 نقشه ناقلهاي -2شكل 

IGF1-pmi )سايتهاي برشي كه براي درج قطعه بين آنها در پيكره ناقل مناسب استفاده شدند، با  ).د
  اند.كادر مشخص شده

Figure 2- Schematic diagrams of vectors pMCS5-IGF1 (A), pFF19G-IGF1 (B), pMA4-
IGF1 (c) and pMA4-IGF1-pmi (d). Restriction sites used for integration of target 
fragments into suitable vectors are marked with boxes. 
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با آنزيمهاي  pFF19G-IGF1(الف) تصوير الكتروفورز محصول هضم آنزيمي ناقل نوتركيب  -3شكل 
، )35Sانداز هاي راهتواليو  IGF1 توالي جفت بازي (شامل 1200. تشكيل باند HindIIIو  PstIبرشي 
را  pFF19Gناقل  در 35Sانداز هاي راهپايين دست توالي در IGF1ي ژن cDNAسازي موفق همسانه

با آنزيمهاي  pMA4-IGF1) تصوير الكتروفورز محصول هضم آنزيمي ناقل نوتركيب ب( دهد.نشان مي
انداز و هاي راهو توالي IGF1توالي جفت بازي (شامل  1400. تشكيل باند HindIIIو  EcoRIبرشي 

در ناقل  HindIIIو  EcoRIبين سايتهاي برشي  IGF1سازي موفق كاست بيان )، همسانه35Sترميناتور 
pMA4 تصوير الكتروفورز محصول هضم آنزيمي ناقل نوتركيب ج( دهد.نشان مي را (pMA4-IGF1-

pmi  با آنزيمهاي برشيNcoI  وSacII سازي موفق همسانهنشان دهنده بازي، جفت 2300. تشكيل باند
 : ماركرM .باشدمي pMA4-IGF1در ناقل  SacIIو  NcoIهاي برشي بين سايت pmiكاست بيان 

 ,VC 1kb DNA Ladder، ب و ج: GenerulerTM 1 kb DNA Ladder, Fermentas(الف: 

Vivantis(.  
Figure 3- (A) Gel electrophoresis of enzymatic digestion products of pFF19G-IGF1 
recombinant vector cut with the enzymes PstI and HindIII. The 1200 bp band (including 
IGF1 and the 35S promoter sequences), show successful cloning of IGF1 cDNA 
downstream of the 35S promoter in vector pFF19G. (B) Electrophoresis of enzymatic 
digestion products of pMA4-IGF1 recombinant vector cut with the enzymes EcoRI and 
HindIII. The 1400 bp  band (including the IGF1 and the 35S promoter and terminator 
sequences), show successful cloning of IGF1 expression cassette between the EcoRI and 
HindIII sites of the vector pMA4. (C) Electrophoresis of enzymatic digestion products of 
pMA4-IGF1-pmi recombinant vector cut with the enzymes NcoI and SacII. Observation 
of the 2300 bp band related to the pmi expression cassette indicate its successful cloning 
between the NcoI and SacII sites in pMA4-IGF1 vector. M: marker. 
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 تراريختگياهان همچنان كه اشاره گرديد، 

هاي هاي بيان مناسبي براي توليد پروتئينسيستم
-نوتركيب در مقياس بالا در سطوح صنعتي مي

مشكل عمده در بيان باشند. با اين وجود، 
هاي انساني از طريق ژنوم هسته، پايين پروتئين

% 1باشد كه اكثرا كمتر از بودن سطح بيان آنها مي
  باشد. هاي محلول ميوتئينكل پر

هسته در  IGF1 ژن براي مثال، سطح بيان
و برنج بعد از بهينه كردن شرايط بيان ژن، وتون ت

 Panahi(رسيده است  ng/mg 113-22به حدود 

et al., 2004(. دهند كه مطالعات نشان مي
تري براي بيان ها اندامكهاي مناسبكلروپلاست

باشد، پروتئينهاي نوتركيب در سطوح بالا مي
بطوريكه گاهي اوقات ميزان بيان پروتئين 

% از كل پروتئين محلول 50نوتركيب تا حدود 
  . )Daniell et al., 2009a(قابل افزايش است 

علاوه بر آن، انتقال ژن به كلروپلاست 
داراي مزاياي ديگري از قبيل عدم وجود اثر محل 

(با توجه به انتقال دقيق ژن خارجي در  1ژن
قسمت مشخصي از ژنوم كلروپلاست)، عدم 

ن چندين وجود خاموشي ژن، امكان بيان همزما
سيسترونيك بودن پروتئين (با توجه به ماهيت پلي

سيستم بيان ژن در كلروپلاست) و عدم امكان 
انتقال ژن خارجي به خويشاوندان وحشي (به 

باشد كه دليل توارث مادري كلروپلاستها) مي
هاي هاي اخير بيان پروتئينباعث شده در سال

نوتركيب و دارويي در كلروپلاست مورد توجه 

                                                            
1 Position effect 

 Daniell et al., 2009b(سيار زيادي قرار گيرد ب

Maliga, 2004; ( .  
- بنابراين، در اين مطالعه سعي گرديد ناقل

در  IGF1ناسب براي انتقال و بيان هاي م
با توجه به اينكه در حال . كلروپلاست تهيه شود

حاضر انتقال ژن به كلروپلاست تنها در توتون 
 ,.Rigano et al(باشد داراي كارآيي قابل قبول مي

تحقيق ناقلهاي مناسب براي ، لذا در اين )2012
نيز در كلروپلاستهاي توتون  IGF1انتقال و بيان 

 pRB94تهيه گرديد. براي اين منظور از ناقلهاي 
)Lutz et al., 2007(  وpHK20 )Kuroda & 

Maliga, 2001( ) استفاده گرديد. 4شكل (  
با توجه به اينكه بيان موفق ژنها در 
كلروپلاست نياز به عوامل رونويسي و ترجمه 

مرحله اول  اختصاصي كلروپلاست دارد، لذا در
در  IGF1تهيه كاست بياني مناسب براي بيان ژن 
  كلروپلاست در دستور كار قرار گرفت. 

با  IGF1ژن ي cDNAبراي اين منظور، 
از ناقل  XbaIو  NdeIاستفاده از آنزيمهاي برشي 

pMCS5-IGF1  جداسازي و در الف) - 2(شكل
الف) جايگزين توالي ژن - 4(شكل  pHK20ناقل 
nptII  .گرديد  

بنابراين، در ناقل نوتركيب حاصل كه 
pHK20-IGF1  ب)، كاست -4ناميده شد (شكل

تحت كنترل راه انداز  IGF1بيان كلروپلاستي 
توتون  TrbcLو ترميناتور  Prrnكلروپلاستي 
  تشكيل گرديد.
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ناقل بيان علاوه بر كاست بيان ژن هدف، 
كلروپلاستي بايد دو ويژگي مهم ديگر را داشته 

ينكه يك ژن گزينشگر مناسب كه بيان باشد. اول ا
آن نيز بايد تحت كنترل عوامل بياني كلروپلاستي 
باشد، در كنار كاست ژن هدف درج گردد. دوم 
اينكه با توجه به كارآمد بودن سيستم نوتركيبي 
هومولوگي در كلروپلاست، با درج ژن هدف بين 
دو توالي مشابه با قسمتي از ژنوم كلروپلاست، 

قا در محل مورد نظر در ژنوم ژن هدف دقي
  . )Maliga, 2004( شودكلروپلاست درج مي

لازم بود تا كاست بيان تهيه شده  ،بنابراين
- در بين تواليهاي هومولوگ تعيين شده همسانه

سازي شود. براي برآورده كردن اين دو شرط، از 
كه يك ناقل  )pRB94 )Lutz et al., 2007ناقل 

در اين ناقل،  باشد، استفاده گرديد.كلروپلاستي مي
در بين تواليهاي  aadAكاست بياني ژن گزينشگر 

 مشابه با قسمتي از ژنوم كلروپلاست توتون
، كد دسترسي 36840-40210(توالي 

NC_001879.2(  درج شده است. طراحي چندين
سايت برشي واحد نيز درج ژنهاي هدف در كنار 

  ن گزينشگر را امكان پذير كرده است. كاست ژ

بنابراين، براي تهيه ناقل بياني كلروپلاستي، 
با استفاده از  IGF1كاست بيان كلروپلاستي 

از ناقل  HindIIIو  SacIسايتهاي برشي 
pHK20-IGF1  جداسازي و در ناقلpRB94  با

در كنار كاست  ،استفاده از همين سايتهاي برشي
سازي گرديد. ناقل نهبياني ژن گزينشگر همسا

نامگذاري گرديد  pRB94-IGF1بياني حاصل كه 
در  IGF1ج) براي انتقال پايدار و بيان - 4(شكل 

   باشد.كلروپلاست توتون مناسب مي
 aadAبا توجه به اينكه ژن گزينشگر 

موجب ايجاد مقاومت در برابر آنتي بيوتيكهاي 
آمينوگليكوزيدي از قبيل اسپكتينومايسين و 

، و )Maliga, 2004(شود ومايسين مياسترپت
ها از محصولات عدم حذف اين نوع ژن ،بنابراين

محيطي آنها را كاهش -تراريخت مقبوليت زيست
  دهد، مي

لذا تلاش گرديد تا ناقلي طراحي شود كه 
امكان حذف ژن گزينشگر پس از انتقال موفق و 

به كلروپلاستهاي توتون را فراهم  IGF1پايدار ژن 
 pKP9 )Zhou etاز ناقل نمايد. براي اين منظور 

al., 2008( اهدايي پروفسور بوك) - انستيتو ماكس
  پلانك آلمان) استفاده گرديد.
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 .pKP9-IGF1 و ج)( pRB94-IGF1(ب)،  pHK20-IGF1(الف)،  pHK20نقشه ناقلهاي  -4شكل 

 اند.استفاده شدند، با كادر مشخص شده ربوطهدر پيكره ناقل م هدف سايتهاي برشي كه براي درج قطعه
 توتون گياهكلروپلاست در  IGF1براي انتقال و بيان  pKP9-IGF1و  pRB94-IGF1ناقلهاي بيان 
هاي تكراري جود تواليو نيز و aadAتفاوت عمده دو ناقل در جهت ژن گزينشگر  باشند.مناسب مي

امكان حذف ژن  IGF1ها پس از انتقال پايدار باشد كه اين تواليمي pKP9-IGF1در  LoxPمستقيم 
  : توالي شاين دالگارنو.SD .كنندفراهم مي Cre/Loxگزينشگر را با استفاده از سيستم 

Figure 4- Schematic picture of vectors pHK20 (b), pHK20-IGF1 (B), pRB94-IGF1 (c) 
and pKP9-IGF1. The restriction sites used for integration of target fragments into 
suitable vectors are marked with boxes. pRB94-IGF1 and PKP9-IGF1 expression 
vectors are suitable for integration and expression of IGF1 gene in chloroplasts of 
tobacco plants. The main difference between the two vectors is the transcription 
direction of aadA selectable marker gene and also two directly repeated LoxP sequences 
flanking this gene in pKP9-IGF1, facilitating the marker gene deletion after stable 
integration of IGF1, using Cre/Lox system. SD: Shine Dalgarno sequence. 

  
باشد، مي pRB94اين ناقل كاملا مشابه ناقل 

با اين تفاوت كه جهت ژن گزينشگر تغيير كرده و 
در دو طرف آن  LoxPتوالي تكراري مستقيم  2

تعبيه گرديده است. اين توالي بصورت اختصاصي 
باشد و در قابل شناسايي مي Creتوسط ريكامبيناز 

حضور اين آنزيم، نوتركيبي بين اين دو توالي 
موجب جدا شدن ژن گزينشگر از ژنومهاي 

 ,.Lutz et al(شود كلروپلاستهاي تراريخت مي

سازي ناقل نوتركيب حاصل از همسانه .)2006
داخل اين ناقل با استفاده از  IGF1كاست ژن 

 HindIII ،pKP9-IGF1و  SacIسايتهاي برشي 
د). لازم به ذكر است -4نامگذاري گرديد (شكل 

نيز، تمام ناقل هاي نوتركيب  هاكه در اين آزمايش
و هضم  PCRتوسط  ،حاصل در هر مرحله
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  نشان داده شده است. 5آنزيمي در شكل آنزيمي تاييد گرديد كه نتايج تاييد بوسيله هضم 
  

  
آنزيمهاي  با pHK20-IGF1(الف) تصوير الكتروفورز محصول هضم آنزيمي ناقل نوتركيب  -5شكل 
)، Prrnو توالي هاي راه انداز  IGF1جفت بازي (شامل توالي  665. تشكيل باند XbaIو  SacIبرشي 

را  pHK20در ناقل  Prrnانداز هاي راهدر پايين دست توالي IGF1ي ژن cDNAهمسانه سازي موفق 
با  pRB94-IGF1دهد. (ب) تصوير الكتروفورز محصول هضم آنزيمي ناقل نوتركيب نشان مي

-و توالي هاي راه IGF1جفت بازي (شامل توالي  833. تشكيل باند HindIIIو  SacIآنزيمهاي برشي 

و  SacIبين سايتهاي برشي  IGF1سازي موفق كاست بيان )، همسانهTrbcLو ترميناتور  Prrnانداز 
HindIII  در ناقلpRB94 ناقل دهد. (ج) تصوير الكتروفورز محصول هضم آنزيمي را نشان مي
- جفت بازي، همسانه 833. تشكيل باند HindIIIو  SacIبا آنزيمهاي برشي  pKP9-IGF1نوتركيب 

دهد. را نشان مي pKP9در ناقل  HindIIIو  SacIبين سايتهاي برشي  IGF1سازي موفق كاست بيان 
Mالف:  : ماركر)Thermo Scientific O'GeneRuler DNA Ladder Mix :ب و ج ،VC 1kb DNA 

Ladder, Vivantis(.  
Figure 5- (A) Gel electrophoresis of enzymatic digestion product of pHK20-IGF1 
recombinant vector cut with the enzymes SacI and XbaI. The 665 bp band (including the 
IGF1 and the Prrn promoter sequences), indicates successful cloning of the IGF1 cDNA 
sequences downstream of the Prrn promoter in the pHK20 vector. (B) Electrophoresis 
of enzymatic digestion products of pRB94-IGF1 recombinant vector cut with the 
enzymes SacI and HindIII. The 833 bp band (including the IGF1 cDNA, Prrn promoter 
and TrbcL terminator sequences), verifies successful cloning of IGF1 expression cassette 
between the SacI and HindIII sites of the vector pRB94. (C) Gel electrophoresis of 
enzymatic digestion products of pKP9-IGF1 recombinant vector cut with the enzymes 
SacI and HindIII. Observation of the 833 bp fragment, demonstrates correctly cloning 
of IGF1 expression cassette between the SacI and HindIII sites of the vector pKP9. M: 
marker. 
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  گيري كلينتيجه
هاي گسترش روز افزون نياز به پروتئين

وص كشور ما، دارويي در تمام كشورها و به خص
هاي كارآمد توليد چنين نياز به ايجاد سيستم

يكي از  كند.هايي را دو چندان ميفرآورده
- هايي كه در حال حاضر براي درمان دامنهپروتئين

شود، ي وسيعي از بيماريهاي مختلف استفاده مي
 است IGF1يا  1فاكتور رشد شبه انسولين 

)Castilla-Cortazar et al., 1997; Castilla-

Cortazar et al., 2000; Laron et al., 1992a; 

Thrailkill et al., 1997(.  تا به حال اين فاكتور
و  )E. coli )Joly et al., 1998bبيشتر در باكتري 

 Gill et( شده است توليد S. cerevisiaeمخمر 

al., 1999( ولي به علت مشكلات موجود در ،
ي هاي عمدهمزيت ينهمچن ها واين ارگانيسم

توليد اين در سالهاي اخير هاي بيان گياهي، سيستم
 پروتئين در گياهان مورد توجه قرار گرفته است

)Daniell et al., 2009b; Li et al., 2011( . يكي
از ابزار ضروري براي انتقال و بيان پايدار و 

هاي خارجي در گياهان، ساخت كارآمد پروتئين
باشد. در اين تحقيق هاي بياني مناسب ميناقل
ي cDNAهاي بيان مناسب براي انتقال پايدار ناقل

 لاتبه گياهان زراعي بويژه غ IGF1ژن انساني 
-pMA4ناقل نوتركيب حاصل كه تهيه گرديد. 

IGF1-pmi  نامگذاري گرديد، حاوي د) - 2(شكل
تحت كنترل عوامل تنظيم  IGF1كاست بيان ژن 

كلم و از ويروس موزائيك گل 35Sبيان ژن 
باشد. اين ژن مي pmiكاست بيان ژن انتخابگر 

در غلاتي از براي گزينش كالوسهاي تراريخت 
 باشدم بسيار مناسب ميقبيل ذرت و گند

)Ahmadabadi et al., 2007 Wright et al., 

در . از آنجاكه اين ژن هيچ نوع مقاومتي )2001
كند، از نظر بيوتيكها و داروها ايجاد نميبرابر آنتي

تر بوده و نيازي به زيستي نيز مطلوب-ايمني
- حذف آن پس از توليد گياهان تراريخت نمي

باشد. از طرف ديگر، مطالعات نشان داده كه خطي 
هاي اضافي آن و انتقال كردن ناقل و حذف توالي

موجب  ،ژنهاي مورد نظرتنها قطعه خطي حاوي 
افزايش احتمال توليد گياهان تراريخت حاوي تنها 

احتمال خاموشي يك نسخه از ژن هدف شده و 
 دهدزيستي را كاهش مي-ژن و خطرات ايمني

)Fu et al., 2000(.  ناقل نوتركيب حاصل به
ر آن، قطعه اي طراحي شده كه پس از تكثيگونه

تواند با حاوي ژن هدف و ژن انتخابگر براحتي مي
جداسازي  NcoIو  HindIIIهاي استفاده از آنزيم

البته لازم به  و به روش ريزپرتابي انتقال داده شود.
و عمومي است،  اندازراهيك  35Sذكر است كه 

ترين بافت با توجه به اينكه دانه غلات مناسب
ستقيم داروهاي خوراكي براي ذخيره و استفاده م

 ,.Chen et al., 2014; Yue et al( باشدمي

اختصاصي دانه  اندازيك راهاستفاده از ، )2014
زايش كارآيي توليد و ذخيره در افتواند مي

مراحل كاهش تاثير بيان پروتئين در  پروتئين و نيز
  .موثر باشدرشد و تكامل گياه 

تواند بيان ژن خارجي در كلروپلاست مي
سطح بيان پروتئين نوتركيب را تا چندين برابر 
نسبت به بيان آن از طريق هسته افزايش دهد 

)Daniell et al., 2009b(. ،در اين  بنابراين
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 IGF1مطالعه، ناقلهاي مناسب براي انتقال و بيان 
نيز تهيه گرديد.  توتون هاي گياهدر كلروپلاست

(شكل  pRB94-IGF1ي نوتركيب حاصل ناقلها
نامگذاري د) - 4(شكل  pKP9-IGF1ج) و - 4

 aadAژن انتخابگر  pKP9-IGF1در ناقل  شدند.
 احاطه شده است LoxPدو توالي مستقيم توسط 

ژن انتخابگر پس از توليد گياهان امكان حذف  كه
ي توالي قطعه مقايسه كنند.را فراهم ميتراريخت 

 pRB94ژنوم كلروپلاست توتون (كه در ناقل 
و گياه كاهو نشان داد كه تشابه  استفاده شده)

گياه براي اين قطعه وجود  بسيار زيادي بين دو
. اند)ها نشان داده نشده(داده )%90دارد (حدود
حاصل علاوه بر اين كه براي  هايبنابراين ناقل
به كلروپلاست گياه توتون  IGF1انتقال ژن 

تواند براي ميبه احتمال قوي مناسب است، بلكه 

در گياه خوراكي كاهو نيز  IGF1بيان پروتئين 
شود كه ناقل اضافه مي گيرد. مورد استفاده قرار

pRB94 آميز براي انتقال قبلا نيز بصورت موفقيت
فرنگي پايدار ژن به كلروپلاست گياه گوجه

 Ruf et al., 2001; Zhou et( استفاده شده است

al., 2008(.  ،لازم  هايابزاريكي از اين پژوهش
از  يغلات مهمدر  IGF1براي توليد پروتئين 
از قبيل  يكلروپلاست گياهانقبيل ذرت و گندم و 

  فراهم نموده است. فرنگي را، كاهو و گوجهوتونت
  

  سپاسگزاري
جان و ستاد از دانشگاه شهيد مدني آذرباي

فناوري رياست جمهوري جهت حمايت زيست
  گردد.مالي و معنوي تشكر و قدرداني مي
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Abstract 

Transgenic plants are suitable bioreactors for the production of recombinant proteins at 
high levels and qualities. Cloning of a gene encoding the target protein in proper expression 
vectors is one of the most important steps for successful integration and expression of target 
protein in plants. The purpose of this study was to clone insulin-like growth factor -1 (IGF1) 
cDNA in plant expression vectors. To this end, we amplified amplify IGF1 cDNA using a 
pair of specific primer followed by its cloning in pMCS5 basic vector. After sequencing, 
because of several advantages of cereals for production of biopharmaceuticals, such as high 
cultivation area and biomass, possibility of grain storage and usage as food and feed, we 
constructed suitable vectors for IGF1 integration and expression in cereals. In addition, as 
transgenic chloroplasts contain higher potential to produce elevated levels of functional 
recombinant proteins, the IGF1 cDNA was recloned in two chloroplast-specific vectors. In 
one of these vectors, selectable marker gene is flanked by two direct repeats of LoxP 
sequences, providing the marker gene excision after production of transgenic plants via 
Cre/Lox system. 
Keywords: Insulin-like Growth Factor -1, Cloning, Gene transfer, Recombinant proteins, 
Expression vectors. 
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