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29/10/1396، تاریخ پذیرش: 17/07/1396تاریخ دریافت:   

 چکیده

گسترده درماني و  هايبسيار با ارزش با كاربردپروتئين  یک (bFGF)فاكتور رشد فيبروبلاستي بازي انساني 

-وللر بسترهاي مرسوم ميكروبیي و سی  شكل نوتركيب دبتوليد این فاكتور رشد در حال حاضر تحقيقاتي است. 

و در نتيجه محدود سیاختن كیاربرد  ن شیده     كه منجر به هزینه توليد بالاراه است با مشكلاتي هم هاي حشرات

هدف از این  است. نوتركيب م هزینه براي توليد پروتئينك كشت سلولي گياه برنج بستري كارامد، ایمن و است.

در  bFGF رشد انسیاني  فاكتور اي ازبهينه سازي شده نسخه بالايتحقيق تهيه یک سازه بياني مناسب براي بيان 

براي این منظور ابتدا توالي كدكننده . تاس بوده ramy3Dتحت كنترل عوامل تنظيمي ژن  كشت سلولي گياه برنج

در بهينیه سیازي و    گيیاه بیرنج  براي بيان در  GCكاربرد كدوني و محتواي هاي شاخصبر اساس  bFGFفاكتور 

 65/52از  GCو محتیواي   82/0به  76/0بدنبال فرایند بهينه سازي، شاخص سازگاري كدوني از  سنتز شد.ادامه 

از روي  مجیزا  دو قطعیه قالیب  در برنج  ramy3Dهاي تنظيم كننده ژن توالي ارتقا یافت. درصد 45/55به درصد 

DNA هاي تنظيم كننیده ژن  در ادامه اقدام به سرهم سازي توالي .ندشد ژنومي تكثير و همسانه سازيramy3D 

در حدفاصیل   bFGF يو سپس درج توالي كدكننده بهينه سازي شده pCAMBIA1304گياهي دوتایي  ناقلدر 

ژن ميیزان بيیان بیالاي    توان به مي Ramy3Dهاي سيستم بياني از جمله مزیت شد. UTR′3و  توالي پپتيد راهنما

 ترشح به محيط اشاره كرد. پروتئين بواسطه ولت تخليصیر بودن و همچنين سه، القاپذانتقالي

 .، پروتئين نوتركيب، برنجbFGF ،Ramy3Dفاكتور رشد  :کلیدی کلمات
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 (FGFs)فاكتورهیییاي رشییید فيبروبلاسیییتي  

بیه  هاي متصل شونده اي متشكل از پروتئينخانواده

لحیا  سیاختاري و عملكیرد     بیوده كیه بیه   هپارین 

. (An et al., 2013) داراي تشابه هسیتند  بيولوژیک

 (bFGF)اكتور رشید فيبروبلاسیتي بیازي انسیاني     ف

ایین   رود.بشمار ميواده ژني خاناین عضوي مهم از 

 بیر  قیوي بسيار  فاكتور رشد داراي اثرات ميتوژنيک

ميیان پوسیتي   بیا منشیا    يهیا روي انواعي از سیلول 

( شامل اكتودرمينورو) اكتودرم عصبي( و مزودرمي)

 اسییییت هییییاي انییییدوتليال عروقییییي سییییلول

(Gospodarowicz et al., 1986)اسیاس  . بر همين 

نقش مهمي را در تنظيم فرایندهاي  این فاكتور رشد

نئیییو )زاییییي نیییو رگ( و ییییوژنز نژ)رگ زاییییي 

( در طییول نمییو، التيییام زخییم و واسكولاریزاسییيون

 ,Fernig & Gallagher)كنید  تشكيل تومور ایفا مي

تمیایز  تكثير، مهاجرت،  در . این فاكتور رشد(1994

-فيبروبلاسیت  هاي مختلفي از جملهو حيات سلول

هاي ماهيچه صاف و هاي اندوتليال، سلولها، سلول

كنیید ایفییا مییي ي كليییديهییاي عصییبي نقشییسییلول

(Bikfalvi et al., 1997).  فییاكتور رشیید bFGF 

در پيونید بافیت،    داراي كاربردهاي درماني متعددي

عروقیي،  و هیاي قلبیي   بيمیاري زخیم، درمیان   التيام 

هاي عصیبي و جلیوگيري از  سیيب    بازسازي سلول

 ,.Bikfalvi et al)به مغز در اثر بيماري  سم اسیت  

1997; Delrieu, 2000; Liu & Zhu, 1998) .

فیاكتور رشید    ،علاوه بر خواص درماني ذكیر شیده  

زمينییه داراي كییاربرد تحقيقییاتي در  bFGF انسییاني

هاي بنيادي انساني اسیت. ایین فیاكتور    كشت سلول

هاي بنيادي جلیوگيري كیرده و   از تمایز سلول رشد

شیود و از  سبب ابقاي  نها در حالت تمایز نيافته مي

كشیت   كليیدي تركيبیات محیيط    جیز  این جهیت  

 رودي انسیاني بشیمار میي   هاي بنيیادي جنينی  سلول

(Chen et al., 2012). 

كاربردهیاي درمیاني و تحقيقیاتي     با توجه بیه 

بسيار بالاست.  نياز به  ن ،bFGF رشد متعدد فاكتور

در ميلادي  1978در سال براي اولين بار  این فاكتور

 ,.Gospodarowicz et al) شید  مغز گیاو گیزارش  

میيلادي   1984خالص سازي  ن در سیال   و (1978

ميییزان . (Böhlen et al., 1984) ام پییذیرفتانجیی

bFGF  ک ر انید هیاي جیانوري بسیا   در بافتطبيعي

ین پروتئين از این طریق است، بطوري كه تخليص ا

 باشد نيازهاي روزافزون به  ن كننده امينتتواند نمي

(Gasparian et al., 2009) . در طول سیه  از این رو

هاي فراواني براي بيان این فاكتور دهه گذشته تلاش

مختلفییي موجییودات رشیید بصییورت نوتركيییب در 

 بیییاكتري ،Escherichia coli يبیییاكتر همچیییون

Bacillus subtilis،  مخمیر Pichia pastoris  كیرم ،

سیویا   گياهیان  بیذور  ،(.Bombyx mori L) ابریشیم 
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(Glycine max) و بییییرنج (Oryza sativa)  و

 Nicotiana)همچنییين كلروپلاسییت گيییاه توتییون 

tabacum) پذیرفتییه اسییت صییورت (An et al., 

2013; Ding et al., 2006; Ke et al., 1992; 

Kwong et al., 2013; Mu et al., 2008; Wang 

et al., 2015; Wu et al., 2001) . اضیر  در حیال ح

صورت تجاري و در فرم نوتركيب ه ب bFGFفاكتور 

 .E هیاي اي بياني مختلفي اعم از بیاكتري در بستره

coli و B. subtilisمخمر ، P. pastoris  و همچنیين 

 Wang et) شیود حشرات توليید میي   يسلول كشت

al., 2015) توليییید فیییاكتور .bFGF  انسیییاني در

لات متعیددي همچیون   بسترهاي ذكر شده با مشیك 

 هیا و ين، تشیكيل اینكلیوژن بیادي   ميزان توليید پیا   

وري پيچيده و همچنين پروتئوليز و استيلاسیيون  فر 

 ,.An et al., 2013; Kwong et al) همیراه اسیت  

حیال  ر نتيجه قيمت این فیاكتور رشید در   . د(2013

ي كیه اسیتفاده از ایین    ابگونه حاضر بسيار بالا بوده

 اهداف درماني و همچنين تحقيقیاتي  فاكتور را براي

 .با محدودیت مواجه ساخته است

 3Dهاي تنظیيم كننیده ژن  لفیا  میيلاز     توالي

(ramy3D)  برنج موفقترین سيستم بيیاني بكیار   گياه

در كيب هاي نوترگرفته شده در زمينه توليد پروتئين

 .(Xu et al., 2011) اسیت  كشیت سیلولي گياهیان   

ميزان توليد پیروتئين نوتركيیب بیا اسیتفاده از ایین      

اني در كشت سوسپانسیيون سیلولي گيیاه    سيستم بي

اي كه این سيستم برنج بسيار قابل توجه است بگونه

هیاي مرسیوم   را به سيستمي قابل رقابت بیا سيسیتم  

 بیدل سیاخته   دارانپسیتان  يسلول كشت باكتریایي و

مزییت   ،با این حال. (Hellwig et al., 2004) است

توان القاپذیر بیودن  ن  اصلي این سيستم بياني را مي

 ،حذف قند از محیيط دانسیت. ایین ویژگیي     بدنبال

 فاز توليید پیروتئين   ازفاز رشدي  سازيامكان جدا 

ایي یباكتر هايدر سيستم  نچهبا مشابه  ،نوتركيب را

 .(Xu et al., 2011) سیازد فراهم میي  ،مرسوم است

امكیان   ،دیگر اسیتفاده از ایین سيسیتم بيیاني    مزیت 

ترشح پروتئين نوتركيب بیه فضیاي خیارج سیلولي     

پپتيید   بكارگيري بات سلولي( )محيط كشت در كش

 . اییین ویژگییياسییت Ramy3D راهنمییاي پییروتئين

خالص سیازي پیروتئين نوتركيیب را بسیيار      فرایند

 .(Huang et al., 2015) كندتسهيل مي

هییدف از اییین تحقيییق بهينییه سییازي تییوالي  

بیراي   bFGF رشد انسیاني  فاكتور (CDS) كدكننده

همسانه سیازي تیوالي    در ادامه گياه برنج و بيان در

هیاي تنظيمیي ژن   تحیت كنتیرل تیوالي    ،بهينه شیده 

ramy3D بوده است ناقل دوتایيدر یک  ،گياه برنج .

از این طریق زمينه لازم براي بيان بالاي این فیاكتور  

گياه برنج فراهم  سلولي رشد در كشت سوسپانسيون

براي این منظور با استفاده از نرم افزارهاي  .گرددمي

 CDSبيوانفورماتيكي اقدام بیه بهينیه سیازي تیوالي     

 كدونيبرد كارهاي شاخصبر اساس  bFGFفاكتور 

هیاي تنظيمیي   تیوالي گياه برنج شد.  GCو محتواي 

ramy3D اه برنج تكثير در دو قطعه مجزا از ژنوم گي

اقدام بیه سیرهم    نهایت. در و همسانه سازي گردید
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بياني سازه سازي قطعات بدست  مده در غالب یک 

 شد. pCAMBIA1304گياهي ناقل دوتایي در 

 

 هامواد و روش

 bFGF فاکتور CDSو سنتز توالی  سازیبهینه

كییاربرد كییدوني  پایگییاه دادهبییا مراجعییه بییه 

(http://www.kazusa.or.jp/codon)،  جیییییییدول

تیوالي  شید.   گياه برنج دریافیت  ژنوم كاربرد كدوني

CDS انسییاني رشیید فییاكتور bFGF   بییا شییماره(

 NCBIپایگیییییاه  از( AAA52448.1دسترسیییییي 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov)  .دریافییت شیید

 سییایت از وب Gene Designer 2.0نییرم افییزار  

DNA2.0 (  بیییییییییییییییه نشیییییییییییییییاني
https://www.atum.bio/resources/genedesigne

r) نییرم افییزار لییود شیید. بییا اسییتفاده از دانGene 

Designer ، تواليCDS   فیاكتورbFGF    بیر اسیاس

 Codon Adaptation)سازگاري كدوني هايشاخص

Index) محتواي  وGC،      بیراي بيیان در گيیاه بیرنج

بهينیه سیازي شیده بوسیيله      توالي .شد بهينه سازي

از  GenScriptشییركت  OptimumGeneالگییوریتم 

 RNA هییاي ناپایییدار كننییدهور موتيیی نظییر حضیی

(ARE)  در سییاختار ثانویییهmRNA هییاي و تییوالي

-مكیان در ادامیه   .قرار گرفت بررسيمورد تكراري 

بترتيیب بیه    SacIو  BamHIهاي برشیي دو  نیزیم   

بمنظیور   ،ابتدا و انتهیاي تیوالي بهينیه سیازي شیده     

درج  ،استفاده در مراحل سرهم سازي كاست بيیاني 

تییوالي بهينییه سییازي شییده توسییط شییركت . ندشیید

Generay Biotech   ناقیل )چين( سینتز و در pGH 

تهيیه شیده تحیت عنیوان      ناقیل  همسانه سازي شد.

pGH-bFGF اري شد.ذنامگ  

 

 ژنومی از گیاه برنج DNAاستخراج 

DNA بیا اسیتفاده از روش    گياه بیرنج  ژنومي

CTAB شیید  اسییتخراج از بییرگ(Doyle, 1987) .

استخراج شده در ژل  گیارز   DNAمحلول محتوي 

% الكتروفورز و با استفاده از محلول اتيدیوم برماید 1

رنگ  ميزي شد و در دستگاه ژل داک بیراي تیایين   

 كيفيت و كميت مورد بررسي قرار گرفت.

 

کننههده ژن  هههای تنظههیمتههوالی همسههانه سههازی
ramy3D 

 ژن هیاي تنظیيم كننیده   در این مرحلیه تیوالي  

ramy3D  دو قطعه مجزا از ژنوم قالب در گياه برنج

. قطعه اول )تحت عنوان قطعیه  ندتكثير شد این گياه

PRO  ،5( شامل پرومیوتر′UTR    و تیوالي كدكننیده

( TERپپتيد راهنما و قطعه دوم )تحت عنوان قطعیه  

)با شیماره   ramy3Dو ترميناتور ژن  UTR′3شامل 

با استفاده از نیرم افیزار    بود. (M24287.1دسترسي 

Primer-Blast  وب سیییییایتNCBI ،طراحیییییي 

و  PROاختصاصي براي تكثير دو قطعیه   هايپرایمر

TER هاي برشيمكان. (1)جدول  یرفتذصورت پ 

ترتيب به ابتیدا و  ه ب BamHIو  HinDIIIهاي  نزیم

هیاي   نیزیم  هیاي برشیي  مكانو  PROانتهاي قطعه 

SacI  وEcoRI  قطعییه  بترتيییب بییه ابتییدا و انتهییاي
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TER طراحییي  پرایمرهییاي، از طریییق درج  نهییا در

و  PCR. بیا اسیتفاده از واكینش    ندشده، اضافه شید 

 bp)بیا طیول    PROاختصاصیي، قطعیه    پرایمرهاي

( تكثيییر bp 851)بییا طییول   TER( و قطعییه 1008

مراحل زیر انجیام گرفیت:    طي PCRشدند. واكنش 

، C95°دقيقیه در دمیاي    5یک چرخه دمایي بمدت 

 ثانيیه در دمیاي   30چرخه دمایي هر یک شیامل   32

°C95 ،35  ثانيه در دماي°C62     بیراي تكثيیر قطعیه

PRO  و°C58  براي قطعهTER ،1  دمیاي دقيقه در 

°C72  براي قطعهPRO  ثانيه در دمیاي  50و °C72 

 10یک چرخیه دمیایي بمیدت     و TERبراي قطعه 

در واكنش قطعات تكثير شده  .C72°دقيقه در دماي 

PCR    بیا اسیتفاده از  نیزیم ،T4 DNA Ligase ، در

)شیركت   pTG19-Tحامل همسیانه سیازي خطیي    

Vivantisهییاي تهيییه سییلول ند.شیید ، مییالزي( درج

مستعد و تراریخت سازي  نها بیا اسیتفاده از روش   

TSS   انجییام پییذیرفت(Chung et al., 1989) .

هاي حاوي پلاسميد نوتركيیب بیا   غربالگري كلوني

سفيد انجیام شید. تعیدادي از    -استفاده از تست  بي

 Alkaline Lysisهاي سفيد انتخاب و از روش كلني

 & Bimboim)براي استخراج پلاسميد استفاده شد 

Doly, 1979)  ،بمنظیییور بررسیییي درج قطعیییه .

، كیه  BamHIپلاسميدهاي استخراج شده، با  نیزیم  

سایت برشي  ن در دو سمت جایگاه همسانه سازي 

(MCS)  حامییلpTG19-T  موجییود اسییت، هضییم

كنش هضم  نزیمي در ژل  گاروز شدند. محصول وا

در میورد   الكتروفورز و نتيجیه  ن بررسیي شید.    1%

و در مورد  pTG-PROحامل تهيه شده  PROقطعه 

اري ذنامگی  pTG-TERحامل تهيه شده  TERقطعه 

 شد.

 

های تنظیم ناقل دوتایی گیاهی حاوی توالیتهیه 

 ramy3Dکننده 

هاي در این مرحله اقدام به سرهم سازي توالي

در غالب یک قطعیه واحید و    ramy3Dتنظيم كننده 

 pCAMBIA1304درج  ن در ناقل دوتایي گيیاهي  

 EcoRIهاي شد. براي این منظور با استفاده از  نزیم

 pTG-TERاز حامیییییل  TER، قطعیییییه SacIو 

برییده شیده بیا     pTG-PROجداسازي و در حامیل  

درج  PROهمان دو  نزیم، در پیایين دسیت قطعیه    

هیاي  قطعه تهيه شده، حیاوي تمیامي تیوالي    گردید.

، UTR′5شییامل پرومییوتر،  ramy3Dتنظییيم كننییده 

و ترمينیاتور،   UTR′3توالي كدكننده پپتيید راهنمیا،   

و ناقل محتیوي ایین    EXPCASتحت عنوان قطعه 

 نامگذاري شد. pTG-EXPCASقطعه تحت عنوان 
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پرایمر رفهت بهرای    :TER. pPRO.cو  PROبرای تکثیر دو قطعه  اختصاصیتوالی پرایمرهای  -1جدول 

پرایمر رفهت بهرای تکثیهر     :PRO، pTER.cپرایمر برگشت برای تکثیر قطعه  :PRO، pPRO.rتکثیر قطعه 

شده های برشی خط کشیده زیر توالی آنزیم .TERپرایمر برگشت برای تکثیر قطعه  :TER، pTER.rقطعه 

 .است
Table 1- The sequences of specific primers for amplification of PRO and TER fragments. 

pPRO.c: forward primer for PRO fragment amplification, pPRO.r: reverse primer for 

PRO fragment amplification, pTER.c: forward primer for TER fragment amplification, 

pTER.r: reverse primer for TER fragment amplification. The sequences of restriction 

enzymes are underlined. 
 Name               نام Sequence    توالی

AGGTGTGCGCAATCAGGAAAAGCTT HinDIII + pPRO.c 
TGCTTGACCCGAGTTACAGGGGATCC BamHI + pPRO.r 
TAGCGGGCTCAAGCCCTAGAGCTC SacI + pTER.c 

TGTCCATTACATGTGCCGAGGCGAATTC EcoRI + pTER.r 
 

بییا اسییتفاده از دو  EXPCASدر ادامییه قطعییه 

 pTG-EXPCASناقل از  HinDIIIو  EcoRI نزیم 

 pCAMBIA1304گيیاهي   ناقل دوتیایي بریده و در 

ناقیل  درج گردیید.   ،بریده شده بیا همیان دو  نیزیم   

-pCAMتحیت عنیوان    ،نوتركيیب حاصیل   دوتایي

EXPCAS اري شیید. بمنظییور بررسییي درج ذنامگیی

هییاي بییا  نییزیم pCAM-EXPCASقطعییه، حامییل 

HinDIII  وEcoRI هیاي  و همچنين  نزیمHinDIII 

هضم گردید. محصول واكنش  BamHIو  EcoRIو 

 الكتروفورز شد. %1هضم  نزیمي در ژل  گاروز 

 

 bFGFبیانی فاکتور  ناقلتهیه 

تحیت   bFGFبياني فیاكتور  سازه بمنظور تهيه 

تییوالي  ،ramy3Dهییاي تنظییيم كننییده كنتییرل تییوالي

 ناقیل در  ،bFGFكدكننده بهينه سازي شده فیاكتور  

pCAM-EXPCAS    در حد فاصل تیوالي كدكننیده

براي  شد.درج  ramy3Dژن  UTR′3پپتيد راهنما و 

هییاي بییا  نییزیم pGH-bFGFاییین منظییور حامییل  

BamHI  وSacI    هضم و قطعه خارج شیده )قطعیه

bFGF  بیییا طیییول bp 552 در حامیییل )pCAM-

EXPCAS  بریییده شییده بییا همییان دو  نییزیم، درج

-pCAMگردیییید. حامیییل نوتركيیییب حاصیییل    

EXPCAS-bFGF    و قطعیه تهيییه شیده )حاصییل از

-TER) EXPCASو  PRO ،bFGFادغام سه قطعه 

bFGF بمنظیور بررسیي درج قطعیه     ي شد.ارذنامگ

EXPCAS-bFGF  در حامییلpCAM-EXPCAS-

bFGF   هیاي  ، حامل تهيه شیده بیا  نیزیمHinDIII ،

BamHI ،SacI  وEcoRI  هضییم گردییید. محصییول

الكتروفیورز   %1واكنش هضم  نزیمي در ژل  گیارز  

 شد.
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 نتایج و بحث

ت كشی  در طول سیه دهیه گذشیته اسیتفاده از    

-توليید پیروتئين   سلولي گياهان تراریخت در جهت

هاي با ارزش دارویي و صنعتي بسيار میورد توجیه   

كشت سلولي گياهي  در این زمينه. قرار گرفته است

مرسیوم   هايسيستمهاي متعددي را نسبت به مزیت

باشد. از پستانداران دارا ميكشت سلولي ميكروبي و 

هیا و  بدليل عاري بودن از وییروس یک سو گياهان 

همچنییين اندوتوكسییين   هییاي انسییاني و پییاتوژن

هیاي  باكتریایي بستري ایمن را براي توليد پیروتئين 

در حیالي   ،سازند. از سوي دیگرنوتركيب فراهم مي

هیا  كه محيط كشت سلول گياهیان هماننید بیاكتري   

هیاي  ساده و كم هزینه است، اما بعنوان یوكیاریوت 

هاي چند جز ي و عالي گياهان قادر به سنتز پروتئين

رجمیه  چنين اعمال تغييیرات پیس از ت  پيچيده و هم

 اسیت  در حالي همانند گليكوزیلاسيون هستند. این

 . همچنیين هیا را ندارنید  ایین توانیایي  هیا  كه باكتري

تخليص پروتئين نوتركيب در پایين هزینه به  بایستي

 ;Hellwig et al., 2004) اشیاره كیرد  ایین سيسیتم   

Saber et al., 2015). و تیوالي  كشت سلولي برنج-

بستري بسيار مناسب  ramy3Dهاي تنظيم كننده ژن 

 ژن پرومیوتر  اسیت.  براي بيیان پیروتئين نوتركيیب   

ramy3D القا شونده طبقیه بنیدي    هايجز  پروموتر

-بيان ميبه شدت در شرایط فقدان ساكارز  كهشده 

شییود. زمییاني كییه بافییت كییالوس گرفتییه شییده از   

 سیلولي  در كشت سوسپانسيون ،برنج بذراسكوتلوم 

یكي از  Ramy3Dگيرد، ایزوزایم  لفا  ميلاز قرار مي

رشح شده به محيط كشیت  هاي تفراوانترین پروتئين

 Huang et)اسیت   از محیيط  سیاكارز  بدنبال حذف

al., 1993) تیرین  موفیق ایین پرومیوتر   . تا به امروز

-بيان پروتئين پروموتر القا شونده استفاده شده براي

يسییتم كشییت سوسپانسییيون  هییاي نوتركيییب در س

 . اسیتفاده از ایین پرومیوتر   بوده است سلولي گياهي

هیاي  بيان بالاي بسیياري از پیروتئين   منجر به سطح

، rAAT ،hGM-CSF ،hG-CMSنوتركيییب ماننیید  

، ليییزوزیم، و bryodin-1هورمییون رشیید انسییاني،  

سوسپاسیيون سیلولي     لبومين سرم انساني در كشت

در یک مطالعه . (Xu et al., 2011)برنج شده است 

در كشیییت  hGM-CSF روتئينپییی سیییطح بيیییان 

تحیت كنتیرل    ،سوسپانسيون سلولي برنج تراریخت

از سطح بيیان   برابر بالاتر ramy3D ،1000 پروموتر

 در كشت سوسپانسيون سیلولي توتیون   این پروتئين

ویییروس  35Sانییداز تراریخییت تحییت كنتییرل راه 

. (Shin et al., 2003)بود  (CaMV)موزا يک تنباكو 

هاي نوتركيب تحت كنترل سطح بيان بالاي پروتئين

در كشت سوسپانسیيون سیلولي    ramy3D پروموتر

انیداز  ي قدرت بيیان بیالاي ایین راه   در نتيجه ،برنج

كییاهش  همچنیين  تحیت شیرایط فقییدان سیاكارز و   

 است. خارج سلولي فعاليت پروتئازهاي

مناسیب  هدف از این تحقيق تهيه سازه بيیاني  

در كشییت نوتركيییب  bFGFبییراي بيییان فییاكتور  
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در ایین  سوسپانسيون سلولي گياه برنج بوده اسیت.  

بر اساس كیاربرد   bFGFفاكتور  CDSتحقيق توالي 

گياه برنج بهينه سیازي و تیوالي بهينیه شیده     كدوني 

همسیانه   ramy3Dهاي تنظيمیي  تحت كنترل توالي

بيیاني  سیازه   نمیادین  تصویر 1 شكلدر  سازي شد.

 ارا ه شده است. bFGFفاكتور 

 

 
پروموتر و  :pCAMBIA1304 .Ramy3D P ناقل دوتاییبیانی تهیه شده در  نمادین سازه تصویر -1 شکل

5′UTR  ژنramy3D، Ramy3D SP:  توالی کدکننده پپتید راهنمایRamy3D، hbFGF:   توالی کدکننهده

 .ramy3Dو ترمیناتور  bFGF، Ramy3D T: 3′UTRبهینه سازی شده فاکتور رشد انسانی 
Figure 1- Schematic picture of the prepared expression cassette in the binary vector, 

pCAMBIA1304. Ramy3D P: ramy3D′s promoter and 5′ UTR, Ramy3D SP: Ramy3D′s 

signal peptide coding sequence, hbFGF: human basic Fibroblastic Growth Factor coding 

sequence, Ramy3D T: ramy3D′s 3′ UTR and terminator. 
 

یكییي از مهمتییرین مراحییل در انتقییال یییک    

ترانسیژن بمنظییور توليیید پیروتئين نوتركيییب تغييییر   

كاربرد كدوني در جهت انطباق با ژنوم ميزبان است 

(Ullrich et al., 2015) .  بییه فراینیید جییایگزیني

هاي مناسب، بهينه سازي هاي كمياب با كدونكدون

در . (Gould et al., 2014) شیود كدوني اطلاق میي 

مطالعات پيشیين نشیان داده شیده اسیت كیه بهينیه       

هیا مطیابق بیا سیلول     سازي كاربرد كدوني ترانسژن

 دهییدتركيییب را افییزایش مییي ميزبییان، بيییان ژن نو

(Mozhgan et al., 2018; Ullrich et al., 2015) .

هیاي داراي  ال جیایگزیني كیدون  بدر این تحقيق بدن

بیر   داراي كیاربرد بیالا  هیاي  كاربرد پایين بیا كیدون  

شیاخص   ،كیابرد كیدوني گيیاه بیرنج     جدول اساس

 از (Codon Adaptation Index)كیدوني   سازگاري

شیاخص  . (a-2 شكل) افزایش یافت 82/0به  76/0

بسيار مفيد بیراي   شاخصي (CAI)سازگاري كدوني 

 بیوده خاص موجود در یک ميزان بيان ژن بيني پيش

براي نشان دادن ميزان انطبیاق   ترین پارامترو مرسوم

یک موجیود زنیده اسیت     اربرد كدوني یک ژن درك

(Sharp & Li, 1987; Ullrich et al., 2015).   ایین

از ميانگين هندسي سیازگاري  شاخص عبارت است 

كه عددي بين صفر  ،هاي یک ژنكدون تمامي نسبي

سازگاري نسبي هیر كیدون بیا تقسیيم      .و یک است

بیراي  كاربرد فراوانترین كیدون   بركاربرد  ن كدون 
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 ,Sharp & Li)شیود  اسيد  مينه محاسیبه میي   همان

 ،براي افزایش بيان ترانسژندیگر  روش یک .(1987

هییاي در جهییت انطبییاق بییا ژن GCتغييیر محتییواي  

بیر اسیاس مطالعیات پيشیين انطبیاق      ميزبان است. 

یكیي از   هیاي ميزبیان  ترانسیژن بیا ژن   GCمحتواي 

 Jackson)است  براي بيان بالاي  ن فاكتورهاي مهم

et al., 2014) .پایگیاه كیاربرد كیدوني،     با استناد به

در نواحي كدكننده گياه بیرنج   GCميانگين محتواي 

اییین تحقيییق در فراینیید  در درصیید اسییت.  26/55

ها این شاخص نيز در نظیر گرفتیه   كدون جایگزیني

تیوالي   GCشد كه در نتيجیه  ن ميیانگين محتیواي    

 45/55درصید بیه    65/52 از bFGFكدكننده فاكتور 

ه سیازي  توالي بهينی  .(b-2 شكل) درصد ارتقا یافت

هیاي  تیوالي  ،mRNA شده از نظیر سیاختار ثانوییه   

توسیط   هیاي تكیراري  و توالي RNAناپایدار كننده 

 GenScriptشیییركت  OptimumGeneالگیییوریتم 

نبیود   يمورد بررسي قرار گرفت. نتایج نشان دهنده

سازي شده  نده در توالي بهينههاي ناپایدار كنساختار

 .بود

ژنومي استخراج شده از  DNAنتيجه الكتروفورز 

نشان داده شده است.  a-3برگ گياه برنج در شكل 

با وزن  DNAباند مربوط به  1در چاهک شماره 

شود. مطابق انتظار بدنبال مولكولي بالا مشاهده مي

اي با ، قطعهPROبراي تكثير قطعه  PCRواكنش 

(. در نتيجه b-3ل تكثير شد )شك bp 1008طول 

نيز، قطعه اي  TERبراي تكثير قطعه  PCRواكنش 

تكثير شد كه با طول باند مورد نظر  bp 851با طول 

 (.c-3مطابقت داشت )شكل  TERبراي قطعه 

، بترتيییییب نتيجییییه e-3و  d-3شییییكل 

هیاي  الكتورفورز محصول هضم  نزیمي حامیل 

pTG-PRO  وpTG-TER   بییا  نییزیمBamHI 

. همانگونه كیه در  دهددر ژل  گارز را نشان مي

تصاویر مشخص اسیت، بیدنبال هضیم  نزمیي     

 bpبیا طیول    PROي ، قطعهpTG-PROحامل 

برش و از حامل خیارج شید كیه نشیان      1008

دهنده درج صحيح قطعه میورد نظیر در حامیل    

باشد. همچنين بدنبال هضم  نزیمیي حامیل   مي

pTG-TER  شكل(3-eقطعه ،)  ل اي بیا طیوbp 

برش و از حامیل خیارج شیده اسیت كیه       851

است. نقشه حامل همسیانه   TERنشانگر قطعه 

( در شكل bp 2880)با طول  pTG19-Tسازي 

با توجه به جهیت درج   نشان داده شده است. 4

، كییه بییدنبال pTG-PROدر ناقییل  PROقطعییه 

-5توالي یابي این ناقل مشخص گردید )شیكل  

aهاي برشي (، مكانEcoRI  وSacI بخشیي   كه

ناقل  (MCS)از جایگاه همسانه سازي چندگانه 

pTG19-T در ناحيه پایين دست قطعیه  هستند ،

PRO بر همين اساس قطعیه  قرار داشت .TER 

 pTG-PROمابين دو جایگاه یاد شده در ناقیل  

 درج گردید.
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قبل )راست( و بعد )چپ(  bFGFنمودار توزیع کاربرد کدونی در طول توالی کدکننده فاکتور : a -2 شکل

محور افقهی   .GenScriptشرکت  OptimumGeneتهیه شده توسط نرم افزار  کدونی از فرایند بهینه سازی

شهاخ  سهازگاری   دهد. گیاه برنج نشان می در را هاکدون کدونی کاربرد عمودیموقعیت کدون و محور 

مقداری مطلوب را از نظهر میهزان    8/0بزرگتر از  CAI نشان داده شده است.نمودار در زیر  (CAI)کدونی 

 کاربرد کدونی. هیستوگرام راسهت گروه  10ها در هیستوگرام فراوانی کدون: b دهد.بیان ترانسژن نشان می

مربوط به توالی بهینه سازی شده است. عدد  چپهیستوگرام پیش از بهینه سازی و  bFGFمربوط به توالی 

 .در سیستم بیانی برنج است اربرد کدونی برای یک کدون خاصدر محور افقی نشان دهنده بالاترین ک 100
Figure 2- a: Codon usage distribution along bFGF coding sequence before (right) and after 

(left) codon optimizing process prepared by OptimumGene software from GenScript. 

Horizontal axis is showing codon position and vertical axis shows relative frequency of each 

codon in rice. Codon Adaptation Index has been shown below the chart. Transgene with 

CAI higher than 0.8 has a high expression level. b: codon frequency histogram in 10 codon 

usage bins. Right histogram is showing bFGF sequence before optimization and left 

histogram shows optimized sequence. In the horizontal axis 100 shows the highest codon 

usage for a specific codon in a defined (rice) organism. 
 

سر هم سازي دو قطعه یاد شده  این امر امكان

در ناقیل  نسیبت بیه یكیدیگر     را در جهت مناسیب 

نتيجیه هضیم    b-5فراهم كرد. شكل همسانه سازي 

هییاي بییا  نییزیم  pTG-EXPCAS نزیمییي حامییل  
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EcoRI  وHinDIII دهید. بیا توجیه بیه     را نشان مي

هاي و همچنين مكان pTG19-Tحامل  MCSنقشه 

و  PROبرشي در نظر گرفتیه شیده بیراي قطعیات     

TERبایسیتي كیه بیدنبال هضیم حامیل      ، ميpTG-

EXPCAS  هیاي  با  نیزیمEcoRI  وHinDIII  كیل ،

و  PRO، متشییكل از دو قطعییه  EXPCASقطعییه 

TER با طول ،bp 1859    بیرش و از حامیل خیارج ،

 این امر در تصویر مشخص است.شود كه 

 pCAMBIA1304نقشه ناقل دوتیایي گيیاهي   

نشان داده شده است. این ناقیل دوتیایي    6در شكل 

 gfp (Green Fluorescent Protein)هاي حاوي ژن

هییاي بییه عنییوان ژن  gus (β-Glucuronidase)و  

گزارشیییگر و ژن مقاومیییت بیییه  نتیییي بيوتيیییک  

 hpt (Hygromycinهيگرومایسییییییییییين 

Phosphotranspherase)  گیر  به عنوان ژن گیزینش

نوع عامل گزینشگر فیاكتور بسیيار مهمیي در     است.

 & Hiei)یک فرایند ترانسفورماسيون موفیق اسیت   

Komari, 2008). 

ل استفاده از این ناقیل دوتیایي در   یكي از دلای

به عنوان ژن گزینشگر  hptتحقيق حاضر حضور ژن 

است.  نتي بيوتيک كانامایسين، كه رایجترین عامیل  

اي گزینشییگر در ترانسفورماسییيون گياهییان دو لپییه 

اي همچیون بیرنج   است، در مورد گياهان تیک لپیه  

اي براحتي قابل استفاده نيست چراكه گياهان تک لپه

هاي بیالایي از ایین  نتیي بيوتيیک     ت به غلضتنسب

مقاوم هستند. در مورد برنج نشان داده شده است كه 

هاي غير تراریخیت قیادر بیه رشید بیر      % كالوس70

ميلي گرم در ليتیر از  نتیي    100روي محيط حاوي 

 ,Wilmink & Dons)بيوتيک كانامایسیين هسیتند   

. از سوي دیگر ژن مقاومت به هيگرومایسین  (1993

hpt    میییوثرترین میییاركر اسیییتفاده شیییده بیییراي

 ,Hiei & Komari)ترانسفورماسيون گياه برنج است 

 50-25هیاي  . ثابت شده اسیت كیه غلظیت   (2008

ميلي گرم از این  نتي بيوتيک )بسته به نوع واریتیه(  

هیاي  اي میوثر در فراینید غربیالگري كیالوس    بگونه

 Nishimura)كنید  در گياه برنج عمل مي تراریخت

et al., 2006; Wang, 2006)  مزیت دیگر اسیتفاده .

در تهيیه كشیت    pCAMBIA1304از ناقل دوتیایي  

سوسپانسيون سیلولي بیرنج توليید كننیده پیروتئين      

نوتركيب، حضور ژن كدكننیده پیروتئين فلورسینت    

gfp گر است. یكیي از عوامیل   به عنوان ژن گزارش

هاي سلولي گياهي براي محدود كننده ظرفيت كشت

توليد پروتئين نوتركيب، ناپایدار بودن سیطح توليید   

طولاني مدت است. هاي پروتئين نوتركيب در كشت

 هياولیكي از دلایل این امر ناهمگوني كشت سلولي 

هیاي بیا فیرم تراریختگیي     سیلول  حضیور  لحا  از

متفاوت به لحا  تعیداد و جایگیاه درج ترانسیژن و    

ژنتيكیي اسیت كیه    همچنين تغييرات ژنتيكي و اپیي 

شییوند هییاي متمییادي ایجییاد مییي  بییدنبال كشییت 

(Kirchhoff et al., 2012). 
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 تصهویر : bژنهومی.   DNA :1ژنومی گیاه بهرنج. چاههک    DNAالکتروفورز ژل آگارز  تصویر: a -3 شکل

الکتروفهورز   تصهویر : PRO .cقطعهه   PCRمحصهول   :1چاههک   .PROقطعه  PCRالکتروفورز محصول 

الکتروفهورز همهم آنزیمهی     تصویر: TER .dقطعه  PCRمحصول  :1 چاهک .TERقطعه  PCRمحصول 

بها آنهزیم    pTG-PROمحصهول همهم آنزیمهی حامهل      :1. چاهک BamHIبا آنزیم  pTG-PROحامل 

BamHI .e :الکتروفورز همم آنزیمی حامل  تصویرpTG-TER   با آنهزیمBamHI  محصهول   :1. چاههک

 مولکولیاندازه نشانگر به  Mدر تمامی تصاویر چاهک . BamHIبا آنزیم  pTG-TERهمم آنزیمی حامل 

 .اشاره دارد
Figure 3- a: Gel electrophoresis picture of rice genomic DNA. Lane 1: Genomic DNA. b: 

Gel electrophoresis picture of PRO fragment PCR product. Lane 1: PRO fragment PCR 

product. c: Gel electrophoresis picture of TER fragment PCR product. Lane 1: TER 

fragment PCR product. d: Gel electrophoresis picture of pTG-PRO digested with BamHI. 

Lane 1: pTG-PRO digestion product with BamHI. e: Gel electrophoresis picture of pTG-

TER digested with BamHI. Lane 1: pTG-TER digestion product with BamHI. In all figures 

M refers to size marker. 
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های تراریخت از طریق غربالگری باکتری حاملدر این  .pTG19-Tنقشه حامل همسانه سازی  -4 شکل

  .یردذپسفید انجام می-مقاومت به آنتی بیوتیک آمپیسیلین و تست آبی
Figure 4- PTG19-T cloning vector map. Transgenic bacteria are screened by ampicillin 

resistance and white-blue test. 

 
 :b. نشان داده شده است PROجهت درج قطعه . pTG-PROنوترکیب  تصویر نمادین ناقل :a-5 شکل

در ژل  HinDIIIو  EcoRI هایبا آنزیم pTG-EXPCASالکتروفورز محصول همم آنزیمی حامل  تصویر

های با آنزیم pTG-EXPCASمحصول همم آنزیمی حامل  :1 چاهک .مولکولی اندازه نشانگر: M .آگاروز

EcoRI  وHinDIII. 
Figure 5- a: Schematic picture of recombinant pTG-PRO vector. The direction of PRO 

fragment insertion has been shown. b: electrophoresis picture of pTG-EXPCAS digestion 

with EcoRI and HinDIII on agarose gel. M: size marker. Lane 1: product of pTG-EXPCAS 

digestion with EcoRI and HinDIII. 
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هییاي غلبییه بییر اییین مشییكل  یكییي از روش

هماننید   هاي گزارشگر فلورسنتاستفاده از پروتئين

GFP    در جهت ایجاد لاین سیلولي مونوكلونیال از

 flowجمعيت نیاهمگون اوليیه از طرییق تكنيیک     

sorting  اسییت(Kirchhoff et al., 2012).  در

تهيه شده در این تحقيیق عیلاوه    ناقل دوتایينتيجه 

بهينه سیازي تیوالي كدكننیده فیاكتور      هايمزیت بر

bFGF   استفاده از سيستم بياني بسیيار قدرتمنید و ،

و امكییان ترشییح پییروتئين   ramy3Dقابییل القییاي 

نوتركيب به فضاي بيرون سلولي و تسهيل خیالص  

هییاي از نظییر فراینیید غربییالگري لاییین ،سییازي  ن

 و همچنییين امكییان تهيییه سوسپانسییيون تراریخییت

بسیيار مناسیب   سلولي یكنواخت و مونوكلونال نيز 

نتيجییه هضییم  نزیمییي حامییل   a-7 شییكل اسییت.

pCAM-EXPCAS هیییاي بیییا  نیییزیمHinDIII  و

EcoRI هیاي  و همچنين  نزیمEcoRI ،HinDIII  و

BamHI تصیویر  دهد. همانگونه كیه در را نشان مي 

هیاي  مشخص است در نتيجه هضم  نزیمي با  نزیم

HinDIII  وEcoRI  قطعهEXPCAS    بیا طیولbp 

از حامل خارج شده است و این نشان دهنیده  1859

حامیییل  MCSدرج قطعیییه میییذكور در جایگیییاه 

pCAMBIA1304 باشد. همچنين بیا توجیه بیه    مي

در حید فاصیل دو    BamHIحضور سیایت برشیي   

-، مییيEXPCASدر قطعییه  TERو  PROقطعییه 

-pCAMكییه بییا هضییم  نزیمییي حامییل    بایسییتي

EXPCAS هیییاي بیییا  نیییزیمEcoRI ،HinDIII  و

BamHI هییر دو قطعییه ،PRO  وTER  همزمییان از

 تصیویر حامل بیرش خیورده و خیارج گردنید. در     

شود كه بدنبال واكنش  نزیمي یاد شیده  مشاهده مي

هاي میورد نظیر   با طول TERو  PROهر دو قطعه 

 ناقل دوتایي اند.برش خورده و از حامل خارج شده

تهيییه شییده در اییین  pCAM-EXPCASنوتركيییب 

بییراي بيییان یییک را اجییزاي لازم  تمییاميتحقيییق، 

هیاي تنظيمیي   اليتحت كنترل توپروتئين نوتركيب 

در كشت سوسپانسيون سیلولي گيیاه    ramy3Dژن 

توان ميناقل از این . (b-7 شكل) باشدبرنج دارا مي

هاي با ارزش دارویي و صینعتي،  پروتئين براي بيان

در  پروتئين مورد نظیر  از طریق درج توالي كدكننده

ر توفاصل توالي كدكننده پپتيد راهنمیا و ترمينیا   حد

ramy3D هاي برشیي مكان با استفاده از BamHI  و

SacI نتيجیه هضیم  نزیمیي     8شكل  نمود. استفاده

هیاي  را با  نیزیم  pCAM-EXPCAS-bFGFحامل 

BamHI ،SacI ،HinDIII  وEcoRI دهید.  نشان مي

بایستي كه هیر سیه   در نتيجه این هضم  نزیمي، مي

بییرش خییورده و از   bFGFو  PRO ،TERقطعییه 

شیدند. همانگونیه كیه در تصیویر     حامل خارج مي

مشخص است بدنبال هضم  نزیمي ذكر شیده، هیر   

بیا طیول    bp 1008  ،TERبا طول  PROسه قطعه 

bp 851  وbFGF  با طولbp 552   از حامل خیارج

سیه  كه این امر نشان دهنده قرار گيري هیر   اندشده
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-pCAMقطعییه در جهییت مییورد نظییر در حامییل  

EXPCAS-bFGF باشد.مي 

در تمامي مراحل پس از تایيد تهيه حامل مورد نظیر  

بوسيله واكینش هضیم  نزیمیي، حامیل تهيیه شیده       

)كییره  Bioneerبمنظییور تییوالي یییابي بییه شییركت  

جنوبي( فرستاده و پس از انجام خوانش، نتيجیه بیا   

ت انجیام همسیانه   توالي مورد انتظار مقایسه و صح

 سازي مجددا تایيد شد.

 گیرینتیجه

در این تحقيق اقدام به تهيه یک ناقل بیاینري  

 bFGFمناسب براي بيان بالاي فاكتور رشد انسیاني  

در كشت سوسپانسيون سیلولي گيیاه بیرنج شید. از     

هاي اسیتفاده از ایین ناقیل بیراي بيیان      جمله مزیت

توان به: بهينه سیازي  مي bFGFفاكتور رشد انساني 

بیراي بيیان در گيیاه     bFGFتوالي كدكننیده فیاكتور   

برنج، استفاده از سيستم بياني بسيار قدرتمند و قابل 

براي بيان پروتئين نوتركيب، ترشیح   ramy3Dالقاي 

پروتئين نوتركيیب بیه فضیاي خیارج سیلولي و در      

نتيجه تسهيل فرایند خالص سازي، امكان غربالگري 

بواسیطه اسیتفاده از ژن    هیاي تراریخیت  موثر لایین 

مقاومت به  نتي بيوتيک هيگرومایسیين بعنیوان ژن   

گزینشییگر و همچنییين امكییان تهيییه سوسپانسییيون  

سلولي یكنواخت و مونوكلونال بواسطه حضیور ژن  

 اشاره كرد. gfpگزارشگر 

 
 .pCAMBIA1304 دوتایینقشه حامل  -6 شکل

Figure 6- PCAMBIA1304 binary vector map. 
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، EcoRIهای با آنزیم pCAM-EXPCAS ناقللکتروفورز محصول همم آنزیم ا تصویر: a -7 شکل

HinDIII  وBamHI. M نتیجه همم آنزیمی حامل  :1مولکولی. چاهک اندازه : نشانگرpCAM-

EXPCAS های با آتزیمHinDIII  وEcoRI.  نتیجه همم آنزیمی حامل  :2چاهکpCAM-EXPCAS  با

 .pCAM-EXPCAS تصویر نمادین ناقل: BamHI. bو  EcoRI ،HinDIIIهای زیمآن
Figure 7- a: Electrophoresis picture of pCAM-EXPCAS digestion with EcoRI, HinDIII and 

BamHI. M: size marker. Lane 1: pCAM-EXPCAS digestion product with EcoRI and 

HinDIII. Lane 2: pCAM-EXPCAS digestion product with EcoRI, HinDIII and BamHI. b: 

Schematic picture of pCAM-EXPCAS vector. 

 

 سپاسگزاری

دانشگاه  پژوهش حاضر در گروه بيوتكنولوژي

بين المللي امام خميني )ره( و حمایت مالي صندوق 

به انجام  93051021پژوهشگران با كد  حمایت از

.رسيد

  



 1397، بسطامی و حسینی

 

17 
Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 
های با آنزیم pCAM-EXPCAS-bFGFالکتروفورز محصول همم آنزیمی حامل  تصویر -8 شکل

BamHI ،SacI ،HinDIII  وEcoRI. Mهمم حامل 1 ، چاهکمولکولی اندازه : نشانگر :pCAM-

EXPCAS-bFGF های با آنزیمBamHI ،SacI ،HinDIII  وEcoRI. حامل 2 چاهک :pCAM- 

EXPCAS_bFGF همم نشده.

Figure 8- Electrophoresis picture of pCAM-EXPCAS-bFGF digestion with EcoRI, HinDIII, 

BamHI and SacI. M: size marker. Lane 1: pCAM-EXPCAS-bFGF digestion product with 

EcoRI, HinDIII, BamHI and SacI. Lane 2: undigested pCAM-EXPCAS-bFGF.
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Abstract 

Human basic Fibroblastic Growth Factor (hbFGF) is a valuable protein with a wide variety 

of clinical and research applications. Currently, recombinant production of this growth factor in 

conventional platforms of microbial and insect cells is accompanied by several problems causing 

high cost production that limited its applications. Rice cell suspension culture is an efficient, safe 

and low cost platform for recombinant protein production. In this study we prepared a suitable 

construct for high level expression of an optimized version of bFGF coding sequence under 

control of ramy3D gene expression sequences in rice cell suspension culture. The codon usage 

and GC content of bFGF coding sequence was optimized for expression in rice and then 

synthesized. Following optimization, the Codon Adaptation Index and GC content were upgraded 

from 0.76 to 0.82 and from 52.65% to 55.45%, respectively. The ramy3D regulating sequences 

were amplified from genomic DNA in two separate fragments and then cloned. The ramy3D 

regulating fragments were assembled in the binary vector pCAMBIA1304. Then the bFGF 

optimized CDS was inserted in the construct between signal peptide CDS and 3′UTR. Ramy3D 

expression system has several advantages including high level expression of transgene, 

inducibility and simple protein purification through protein secretion into the medium. 
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