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Abstract 

Objective 

The demand for recombinant proteins with therapeutic use is dramatically increasing; so 

that the traditional pharmaceutical industry will not be alone to answer the demand for now 

and upcoming generations. During the past two decades, plant bioreactors has gained more 

popularity over other conventional methods for several reasons. Among these reasons are 

scalability, high production rates, low production costs, ability to perform post‐translational 

modifications, and biosafety of the bioreactor. So far, many important pharmaceutical 

proteins have been produced using molecular farming technology. In this paper, it has been 

tried besides a brief description of molecular farming history, types of plant-based systems 

and molecular farming challenges, appropriate strategies and methods to solve the 

challenges in this field were being discussed and reviewed. 

 

Results 

Despite the very promising advances in the field of molecular farming, we still face two 

serious challenges which needs to be taken seriously; insufficient accumulation levels of 

recombinant proteins and lack of efficient purification methods. To achieve the high levels 

of production, several factors should be taken into consideration, such as choice of a 
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suitable promoter or enhancer elements, codon optimization, appropriate subcellular 

localization, the use of fusion tags and etc. Chromatography methods are routinely used in 

the pharmaceutical industry for protein purification. Application of these methods has a lot 

of restrictions duo to scalability, cost and column pollution problems for purification of 

plant-derived pharmaceutical  proteins.  

 

Conclusions 

Various fusion protein strategies have been developed not only to increase the yield of 

plant-derived recombinant proteins, but also to facilitate purification steps.  

Keywords: Molecular farming, Plant bioreactors, Protein fusion tags, Recombinant protein 

purification 
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 چکیده 

ضا براي پروتئين  هدف: صارف دارویي به داراي هاي نوترکيب تقا شمگيري در حال افزایش مي م صنعت    طور چ شد؛ تا حدي که  با

راکتورهاي گياهي به گذشته بيو  و آینده نخواهد بود. طي دو دهههاي حال تنهایي جوابگوي این تقاضا براي نسل  داروسازي سنتي به  

پذیري، توان به مقياساز جمله این دلایل مي ،انددستت آورده هاي ستنتي به محبوبيت بيشتتري نستبت به ستایر رو     دلایل متعدد

شاره کرد. تاکنون تعداد زیادي از  ها آنسرعت بالاي توليد، قيمت پایين توليد، توانایي انجام تغييرات پس از ترجمه و ایمني زیستي    ا

 ضتتمن معرفيستتعي شتتده استتت که   مقالهر این داند. زراعت مولکولي توليد شتتده فناوريده از هاي دارویي مهم با استتتفاپروتئين

هاي زراعت مولکولي، راهکارها و     هاي بياني مبتني بر گياهان و چالش     زراعت مولکولي، انواع ستتتيستتتتم  مختصتتتري از تاریخ ه  

 شناسي قرار گيرد.مورد بحث و بررسي دقيق کار ي این حوزههاراهبردهاي مناسب براي حل چالش

شرفت علي نتایج: سطوح تجمع      رغم پي ستيم؛  سيار اميدوار کننده در حوزه زراعت مولکولي هنوز با دو چالش جدي مواجه ه هاي ب

که لازم استتتت مورد توجه جدي قرار گيرند. براي دستتتتيابي به        ،هاي تخليص کارآمد   هاي نوترکيب و فقدان رو    ناکافي پروتئين  

گيري سازي کدوني، هدف سطوح بالاي توليد، فاکتورهاي متعددي از قبيل: انتخاب پيشبرنده یا عناصر افزایش دهنده مناسب، بهينه    
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ستفاده از       سلولي، ا سب درون  شو      رویکرد پروتئينمنا ستي در نظر گرفته  شونده و غيره بای سازي    الحاق  صنعت دارو طور بهند. در 

دليل مقياس پذیري، ها بهد. کاربرد این رو شو هاي نوترکيب استفاده مي وتئينهاي کروماتوگرافي براي تخليص پررو معمول، از 

ستون براي تخليص پروتئين    شکلات آلودگي  شده از گياه   هزینه و م شتق  ش زیادي مي هايداراي محدودیت ،هاي نوترکيب م د. نبا

هاي نوترکيب مشتتتتق از گياه بلکه براي الحاق شتتتونده نه تنها براي افزایش عملکرد پروتئين پروتئينرویکردهاي  تیجه گیری:ن

 . اندسازي توسعه یافتهتسهيل مراحل خالص

 مولکوليهاي الحاق شونده به پروتئين، زراعت دنبالهسازي پروتئين نوترکيب، خالص: بيوراکتورهاي گياهي، کلیدی کلمات

 

 مقدمه

 از استفاده گستر  براي را هایيفرصت ،ژنتيک مهندسي و مولکولي شناسيزیست چشمگير در پيشرفت اخير هايدهه در

 رویکرد عنوان یکبه 1مولکولي زراعت واقع در .است کرده ایجاد دارویي مهم هايفرآورده از وسيعي توليد طيف منظوربه گياهان

ها و غيره آنزیم ها، فاکتورهاي رشد،واکسن مونوکلونال، هايباديآنتي قبيل از زیستي دارویي هايفرآورده توليد براي کننده اميدوار

 افزایش شد، تایيد FDA 2 توسط انساني( )انسولين نوترکيب داروي اولين که زماني (. ازMa & Wang 2012ظهور کرده است )

بيني شده که فرو  پيش (.Ma & Wang 2012) است آمده بوجود دارویي هايپروتئين از استفاده و تعداد در چشمگيري

 موجود هايپروتئين بيشتر تاکنون(. Xu et al. 2016ميليارد دلار برسد ) 2/278به  2020تا سال  نوترکيب هاي دارویيپروتئين

شدند. هاي حشرات استخراج مياز مخمر و سلولباکتري و به ميزان کمتري  پستانداران، هايسلول طور عمده ازبه دارویي و کلينيکال

 پایين عملکرد و کارایي توليد، بالاي قيمت دليلبه معمول طوربه مرسوم سلولي بر کشت مبتني بياني هايسيستم این استفاده از

 بيوراکتورهاي در نوترکيب هايپروتئين توليد باعث افزایش و اقتصادي ایمن دارویي هايپروتئين زیاد مقادیر به است. نياز محدود

دليل داشتن مزایاي متعدد، یک سيستم بياني جایگزین گياهان به (.Ma & Wang 2012; Ganapathy 2016است ) شده گياهي

توانند مسيري ایمن و شوند. گياهان علاوه بر توليد انبوه ميهاي نوترکيب دارویي پيشنهاد ميارزشمند براي توليد تجاري پروتئين

هاي نوترکيب در هزینه توليد پروتئين(. Jalali javaran et al. 2010)هاي نوترکيب فراهم نمایند را براي توليد پروتئينارزان 

صرفه ( بسيار مقرون بهجانوري سلول درصد 1/0و  تخميري سيستم درصد 10تا  2هاي توليدي )گياهان در مقایسه با سایر سيستم

دليل به گياهان ،علاوهد. بهباشمي ارزان و آسان مرسوم سلولي کشت هايسيستم با مقایسه در گياه يرشد نيازهايتامين باشد. مي

 را دارند. عدم سولفيدي دي هايپل تشکيل و گليکوزیلاسيون قبيل از ترجمه از پس تغييرات داشتن سيستم یوکاریوتي توانایي انجام

                                                           
1. Molecular farming 

2. Food and Drug Administration 



 1398و همکاران، زاده سلیمانی

105 
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

هاي باشد، نيز مزیت دیگر سيستممي پستانداران هاي سلوليکشت از استفاده در نگراني یک که انساني زايعوامل بيماري با آلودگي

  (.Jalali javaran et al. 2010)گردد گياهي محسوب مي

هنوز دو چالش عمده براي توليد هاي نوترکيب هاي بياني براي توليد پروتئينعنوان سيستمرغم مزایاي متعدد گياهان بهعلي

(. Conley et al. 2011سطوح تجمع ناکافي پروتئين نوترکيب است ) ،هاوجود دارد. یکي از این چالشهاي نوترکيب پروتئين

ترین مهماحتمالاً  ،ها به فرآیندهاي تجزیه درون سلوليو حساسيت زیاد آن 3هترولوگوسشده در محيط  بيانهاي ناپایداري پروتئين

(. رویکردهاي مولکولي مختلفي Benchabane et al. 2008گياهان است ) هاي نوترکيب درعامل دخيل در تجمع پایين پروتئين

هاي درون سلولي مناسب )مانند گيري پروتئين نوترکيب به اندامکسازي کدوني، هدفاز جمله: استفاده از پيشبرنده مناسب، بهينه

هاي نوترکيب براي افزایش تجمع پروتئين 4وندههاي الحاق ششبکه آندوپلاسمي، واکوئل، کلروپلاست و غيره( و استفاده از پروتئين

هاي موجود براي توليد یکي دیگر از چالش(. Streatfield 2007; Soleimanizadeh et al. 2018)د ندر گياهان وجود دار

باشد. پروتئوم پي يده گياهان و عملکرد پایين توليد هاي تخليص کارآمد و ارزان ميفقدان رو  ،هاي نوترکيب در گياهانپروتئين

اي ، مخلوط پي يدهنوترکيبدر هنگام استخراج پروتئين . کندیند تخليص را سخت ميآهاي نوترکيب در گياهان تراریخته فرپروتئين

شوند. حضور این ( آزاد ميو غيره پروتئازها ،ساکاریدهاپليترکيبات فنولي، ها )آلکالوئيدها، هاي طبيعي گياه و دیگر ناخالصياز پروتئين

شده و عملکرد  توانند منجر به تجزیه پروتئين نوترکيبها مينماید. این ناخالصيدستي را مشکل ساز ميفرآیندهاي پایين ،هاناخالصي

توانند کارایي فرآیند را کاهش هاي کروماتوگرافي و غشاها ميدليل آسيب به رزینو کيفيت نهایي آن را کاهش دهند. هم نين به

دستي دارد که بسته به کاربرد نهایي )مصارف پروتئين نوترکيب نياز به فرآیندهاي پایين تخليص، تغليظ و این ترکيباتدهند. حذف 

 Conley et al. 2011; Dirisalaدرصد قيمت فرآورده توليدي را تشکيل دهد ) 80بيش از تواند غذایي و صنعتي( ميدارویي، 

2017 .et al .)هاي و رو  5هاي تمایلياستفاده از دنباله ،ترین رو  مورد استفاده براي تخليص پروتئين نوترکيبمعمول

اکثر  شود. هم نينطور معمول تنها براي تخليص در مقياس کوچک استفاده ميو بهبر بوده باشد. این رو  هزینهاتوگرافي ميکروم

د نرا افزایش ده و یا حلاليت آن به خود الحاق شده نوترکيب تواند بيان پروتئينکوچک، نمي ياندازه دليل داشتنهاي تمایلي بهدنباله

(Ma & Wang 2012.)  هاي توليدي در گياه مورد استفاده غير تمایلي براي تخليص پروتئين يشونده دنباله الحاق فناورياخيرا

سازد و کروماتوگرافي ممکن مي هاي ارزان غيرامکان تخليص پروتئين نوترکيب را با استفاده از رو فناوري قرار گرفته است. این 

(، دنباله HFBI)  Iشونده غير تمایلي شامل هيدروفوبين هاي الحاقنبالهکند. این دطور همزمان به افزایش بيان آن نيز کمک ميبه

Zera و پلي( پپتيدهاي شبه الاستينELPمي )( باشندConley et al. 2011; Menassa et al. 2012 .) با توجه به مزایاي

اهميت زراعت  و هاي دارویي ارزشمندپروتئينترین سيستم توليد  عنوان مناسببرداري از گياهان بهذکر شده در خصوص بهره

                                                           
3. Heterologous environment 
4. Fusion proteins 
5. Affinity tags 
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هاي زراعت هاي بياني مبتني بر گياه و چالشزراعت مولکولي، انواع سيستم مختصر تاریخ ه ضمن معرفي مقالهر این ، دمولکولي

 مورد بحث و بررسي قرار خواهد گرفت. نيز هامولکولي، راهبردهاي ممکن و موجود براي حل این چالش

 

 زراعت مولکولی

هاي صنعتي، دارویي و غيره( از طریق هاي نوترکيب )شامل پروتئينسيستم ارزان براي توليد پروتئينزراعت مولکولي یک 

به اثبات رسيد و اولين پروتئين  1986هاي انساني در سال توانایي گياهان براي بيان ژن (.Obembe et al. 2011باشد )گياهان مي

(. چند سال بعد پروتئين نوترکيب آلبومين سرم انساني Barta et al. 1986هورمون رشد انساني بود ) ،دارویي توليد شده در گياهان

فعال در گياهان در  باديپيشرفت مهم دیگري با بيان موفق آنتي ،علاوهبه. (Sijmons et al. 1990)در گياهان ترایخته توليد شد 

در  1997در سال نخستين پروتئين نوترکيب با هدف تجاري )آویدین(  ،حال (. با اینHiatt et al. 1989حاصل شد ) 1989 سال

توانند به بيوراکتورهاي ارزشمندي براي (. این دستاوردها نشان داد که گياهان ميHood et al. 1997ذرت تراریخته توليد گردید )

اي در زمينه استفاده از گياهان براي توليد ات گستردههاي نوترکيب در مقياس بالا تبدیل شوند. این مهم منجر به مطالعتوليد پروتئين

 (. درObembe et al. 2011; Sabalza et al. 2014هاي ساختاري شد )ها و پروتئينها، آنزیمها، هورمونها، واکسنباديآنتي

اند و یا تحت آزمایشات باليني قرار دارند هاي نوترکيب توليدي در گياهان به مرحله تجاري رسيدهاز پروتئين زیادي تعداد ،حال حاضر

 (.Obembe et al. 2011; Sack et al. 2015; Park & Wi 2016ذکر شده است ) 1ها در جدول که بخشي از آن

 

 گیاه بر مبتنی بیانی هایسیستم

 خاص خود  هايویژگي سيستم دارد که هر وجود نوترکيب هايپروتئين توليد براي بر گياهعمده مبتني  بياني سيستم چهار

دهد تا یک سيستم موثر براي توليد یک هاي بياني مختلف مبتني بر گياه به محققان اجازه ميدر دسترس بودن سيستمدارد.  را

 چهار سيستم عبارتند از:این  (.Ma & Wang 2012)راحتي انتخاب کنند پروتئين هدف ویژه را به

 هسته ژنوم به هاي خارجيانتقال ژن با ژنتيکي طوربه که هستند : این گروه، گياهاني6ایگیاهان تراریخته هسته. 1

 توليد براي بياني سيستم ترینرایج ايتراریخته هسته گياهان اند. تاکنونشده دستورزي نوترکيب DNA فناوري طریق از هاآن

پذیري و کارایي در عنوان بيوراکتور، انعطافیکي از مزایاي اصلي استفاده از این گياهان بهاند. بوده دارویي اهميت باهاي پروتئين

تواند به آساني با کاشت چندین هکتار از محصولات بيوتکنولوژي حاصل هاي نوترکيب است؛ چرا که ميافزایش مقياس توليد پروتئين

 گردد.

  

                                                           
6. Nuclear transgenic plants 
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 ;Obembe et al. 2011; Sack et al. 2015)های نوترکیب تولید شده در گیاه برخی از پروتئین .1جدول 

Park & Wi 2016.) 

Table 1. Some of plant-produced recombinant proteins 

 پروتئين نوترکيب
Recombinant 

protein 

 کاربرد
Application 

 گياه ميزبان
Host plant 

 توليديمرحله 
Production stage 

 شرکت توليد کننده
Producer company 

 I Medicago, USA  فاز توتون H5N1واکسن آنفلوانزا  H5N1واکسن 

 II Guardian Biosciences فاز کلزا طيور وزیديواکسن کوکس واکسن طيور

 Planet Biotechnology اتحادیه اروپا دريد یتا توتون درمان پوسيدگي دندان CaroRXبادي آنتي

 I Planet Biotechnology فازتکميل  توتون عوارض جانبي درمان سرطان DoxoRX بادي آنتي

 I Planet Biotechnology فازتکميل  توتون جلوگيري از سرماخوردگي RhinoRX بادي آنتي

 I Large Scale Biology فاز توتون درمان لنفوم غير هوچکين Fvهاي باديآنتي

 CIGB تجاري شده توتون تخليص واکسن Bبادي عليه هپاتيت آنتي

  I Fraunhofer فاز توتون HIVواکسن  HIVبادي آنتي

 II MacroGenics فاز توتون يغرب لين روسیواکسن و Hu-E16بادي آنتي

 I MAPP فاز توتون درمان بيماري ویروس ابولا ZMapp باديآنتي

Elelyso تجاري شده هویج درمان بيماري گوچر Protalix 

 III Protalix و IIفاز  توتون درمان بيماري فابري آلفا گالاکتوزیداز

  Meristem تجاري شده ذرت درمان سيستيک فيبروز مریسپاز

 II Biolex فاز عدس آبي Cو  Bدرمان هپاتيت  اینترفرون آلفا

 I Biolexفاز  عدس آبي درمان لخته خون داروي فيبرینوليتيک

 I SemBioSysفاز  گلرنگ عروقي-درمان بيماري قلبي آپوليپوپروتئين

 III SemBioSys فازتکميل  گلرنگ درمان دیابت انسولين

 ORF تجاري شده جو مکمل محيط کشت سلولي  رشدهاي فاکتور

 KRP تجاري شده توتون آنزیم تحقيقاتي آپروتينين

 ProdiGene تجاري شده ذرت آنزیم صنعتي آویدین و تریپسين

 Infinite enzymes تجاري شده ذرت آنزیم صنعتي Iسلوبيوهيدرولاز 

 Syngenta تجاري شده ذرت آنزیم صنعتي آلفا آميلاز

 Ventria تجاري شده برنج ضد عفونت و ضد التهاب  و ليزوزیم لاکتوفرین

 CollPlant تجاري شده توتون معرف تحقيقاتي کلاژن

 Origin Agritech تجاري شده ذرت افزودني غذایي فيتاز

 

طور پایدار هاي خارجي بهکه ژن به این دليل ؛توليد طولاني مدت پروتئين نوترکيب است ،مزیت اصلي دیگر این گياهان

متوالي هاي هاي بعد قابل توارث بوده و در نتيجه بيان پایدار ژن خارجي در نسلوند و در نسلشدرون ژنوم هسته گياه ميزبان درج مي

هاي راحتي به اندامتواند بهدر این گياهان مي نوترکيبهاي ساخت پروتئين ،علاوه(. بهTremblay et al. 2010) ادامه خواهد داشت

بر براي گيري شود و در نتيجه نيازي به فرآیندهاي پرهزینه و زمانها هدفها، بذرها، ریشه و یا ميوهخوراکي گياه از قبيل برگ

صورت ماده طور مستقيم بهتواند بههاي خوراکي ميچرا که پروتئين دارویي نوترکيب بيان شده در اندام ها نخواهد بود.ناستخراج آ
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که براي تجویز تزریقي دارو لازم است(، بلکه  تخليص)استخراج و پرهزینه دستي شود. بنابراین، نه تنها فرآیندهاي پایينخام مصرف 

جویي در هزینه توليد موجب کاهش کند. صرفهزات سرمایشي را حذف ميهاي نگهداري، حمل و نقل و نياز به تجهيهم نين هزینه

هاي دارویي پروتئينسازد. تجویز خوارکي دارو هم نين قيمت هزینه هر دوز شده و در نتيجه دارو را براي اکثر مردم قابل دسترس مي

کند، ها را طولاني ميهاي تجزیه کننده و اسيدي معده محافظت نموده و دوره فعاليت آنحساس )مانند انسولين( را از دسترس آنزیم

اي ماه( بر 9-6اي، دوره زماني طولاني )هسته يعيب گياهان تراریخته ،از طرف دیگرباشد. در نتيجه به دوز کمتري از دارو نياز مي

ها و مسائل زیست محيطي براي استفاده از این گياهان مطرح باشد. هم نين برخي نگرانيپروتئين هدف مي کننده توليد گياهان بيان

یکي، استفاده از رو  مبتني بر (. دو نوع تکنيک اصلي و مهم براي توليد این گياهان وجود دارد. Ma & Wang 2012) باشدمي

بخشي از این پلاسميد به نام و  داشته Tiکردن گياهان را با استفاده از پلاسميد که توانایي آلوده 7ومفاسينستباکتري اگروباکتریوم 

DNA-T هاي گياه هدف درج ميدرون کروموزوم حامل ژن موردنظر در( 2003شود Gelvin.) ،در که  8استفاده از تفنگ ژني دوم

هاي گياهي منتقل ژن هدف را روي سطح خودشان حمل و به درون هسته سلول DNAاین رو  ذرات طلا یا تنگستن قطعات 

 Maکار گرفته شده است )اي از قبيل گندم یا ذرت بهطور موفقيت آميزي براي تعدادي از محصولات تک لپهکنند. این رو  بهمي

& Wang 2012.) 

اي مفيد براي تراریختي هسته يجایگزینو تراریختي کلروپلاست یک سيستم بياني پایدار کلروپلاستی:  یگیاهان تراریخته. 2

(. مزیت کليدي تراریختي کلروپلاست در مقایسه Jalali Javaran et al. 2014هاي دارویي در گياهان است )توليد پروتئين جهت

پلوئيد است و باشد. ژنوم پلاستيدي بسيار پليلروپلاست ميهاي پروتئين در سطوح بالا داخل کاي تجمع فرآوردهبا تراریختي هسته

باشد. بنابراین ژن نسخه ژنوم پلاستيد مي 100کلروپلاست و هر کلروپلاست حاوي بيش از  100یک سلول برگ توتون حاوي 

هاي بالاي فرآوردهنسخه در هر سلول تکثير شده و منجر به سطوح  310تواند تا بيشتر از خارجي معرفي شده به سلول هدف مي

 Jalaliبياني مورد استفاده و نوع پروتئين متغير است ) سازهپروتئين نوترکيب شود. به هرحال سطح تجمع پروتئين بسته به نوع 

Javaran et al. 2014; Tremblay et al. 2010که ژنوم کلروپلاست در بسياري از گياهان توارث مادري دارد،  جایي(. از آن

 ،کلروپلاستتراریختي دیگر  افشاني وجود دارد. مزیتهاي نزدیک یا وحشي از طریق گردهشانس کمتري براي انتقال و فرار ژن به گونه

در ناقل  جود در دو طرف ژن خارجيهاي مشابه موبين تواليبا کمک نوترکيبي همولوگ در جایگاه مناسب درج دقيق ژن خارجي 

هاي مربوط به اثرات مکاني ژن هدف در تراریختي بنابراین نگراني .هاي موجود در ژنوم کلروپلاست استو توالي کلروپلاستي

افتد و منجر بيني اتفاق ميهاي غير قابل پيشاي که با درج تصادفي ژن در موقعيتبرخلاف تراریختي هسته کلروپلاست وجود ندارد.

هاي متعدد شود. توانایي بيان ژنهاي موجود در گياه ميبه سطوح متغير بيان و در برخي مواقع خاموشي ژن انتقال یافته و گاهي ژن

                                                           
7. Agrobacterium tumefaciens 

8. Gene gun 
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شدن  پي يده از قبيل تشکيل پيوندهاي دي سولفيدي، ليپيدي ييرات پس از ترجمهدر یک اپرون و هم نين توانایي انجام تغي

Jalali 2007 Verma & Daniell ;د )نباشپروتئين از دیگر مزایاي تراریختي کلروپلاست مي 10و سرهم کردن پي ش، 9پروتئين

Javaran et al. 2014;.) اند )در این سيستم توليد شدههاي دارویي با موفقيت تاکنون تعداد زیادي از پروتئينJalali Javaran 

et al. 2014 .)پروکاریوتي دليل )به عتدم گليکوزیلاستيون پتروتئين نوترکيب توان بهکلروپلاست مي هاي تراریختياز محدودیت

ایجاد تغييرات ، محدود گياهان قابتل دستتورزي يمنه، دالازم براي انجام این عمل( مسيرنداشتن بودن سيستم کلروپلاست و 

بيتان پتایين پتروتئين نوترکيتب  کاهش رشد( و تاخير در نمو گياه در نتيجه بيان بالاي ژن خارجي، و هافنوتيبي )نرعقيمي، زردي برگ

 .Verma & Daniell 2007; Rigano et al) عدم کارایي مناسب بيان القایي ژن اشاره نمودو  رسبزغي در پلاستتيدهاي

2012 .) 

تواند و مي بودههاي نوترکيب در توليد پروتئينترین سيستم ترین و راحتسيستم بيان موقت سریعژن هدف:  بیان موقت .3

توان گفت که بيان موقت در مقایسه با طور کلي ميبهتوجهي از پروتئين نوترکيب را در مدت زمان اندک توليد نماید.  مقادیر قابل

هاي خارجي نيست و بنابراین بيان آن تحت تاثير بيان موقت وابسته به درج کروموزومي ژن از جمله: سيستم بيان دائم مزایایي دارد

(. توليد پروتئين نوترکيب Pogue et al. 2010گيرد )دهد قرار نمياي رخ مياثرات مکاني که اغلب در گياهان تراریخته هسته

تواند در عرض چند روز یا هفته توليد هاي هدف مي، مقادیر مفيدي از پروتئينباشدهاي توليدي ميتر از سایر سيستمتر و ارزانآسان

ترین کاربردهاي بيان یکي دیگر از مهم شود.جویي در وقت ميبنابراین توليد انبوه پروتئين هدف سریع است و باعث صرفه شود و

 (.Pogue et al. 2010; Ma and Wang 2012)رد توان بدون نگراني از مسائل فرار ژن از آن استفاده کموقت این است که مي

هاي نوترکيب در گياهان بوده است. در چند سال گذشته، ترین رو  توليد پروتئينعنوان معمولا به امروز، انتقال پایدار ژن بهت

 ;Gleba et al. 2007) هاي ویروسي صورت گرفته استبيان موقت با استفاده از ناقل يهاي چشمگيري در زمينهپيشرفت

Kopertekh & Schiemann 2017 .)هاي وحشي با تغييراتي براي حمل و بيان یک هاي ویروسي، ویروساز ناقل اولين گروه

هاي بيگانه، پایدار بوده و توانایي آلودگي سيستميک در ميزبان خود را دارند. گروه توالي خارجي بودند که با وجود حمل و بيان توالي

هاي کامل مانند محدودیت در اندازه و ناپایداري هاي ناقلباشند که سعي در رفع محدودیتمي 11یروسي بازسازي شدههاي ودوم، ناقل

شوند هاي جایگزین از قبيل نفوذ اگروباکتریوم به رو  خلاء به گياه ميزبان منتقل ميها توسط رو این ناقلها را دارند. آن

(Hefferon 2017 .) سال قبل توسعه داده شد ) 20حدود که  اسيوناگرواینفيلتر رو  اساسسيستم بيان موقت برKapila et 

al. 1997) ،هاي مبتني بر ترین ناقلسازي شده است. یکي از معروفهاي دارویي بهينهدرحال حاضر براي توليد تجاري پروتئين

. مخترع این سيستم، شرکت شناخته شده است magnICONعنوان سيستم که به باشندبازسازي شده مي TMVهاي ناقل ،ویروس

                                                           
9. Protein lipidation 
10. Assembly 
11. Deconstructed viral vectors 
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گرم در گرم وزن ميلي 5تواند به هاي نوترکيب با استفاده از این سيستم ميسطح بيان پروتئين که باشدمي Icon Geneticsآلماني 

همراه داراي مزایاي تحویل بواسطه اگروباکتریوم  magnICONسيستم (. Kopertekh & Schiemann 2017تازه برگ برسد )

حذف شده و در نتيجه قادر به پخش  TMVژن پروتئين پوششي  ،باشد. در این سيستمبا سرعت و عملکرد بالاي بيان ویروس مي

شود و هدف هدایت مي از طریق گياه و آلودگي محيط نخواهد بود. هم نين تمام منابع متابوليکي سلول به سمت ساخت پروتئين

شود. بعلاوه، در این از پروتئين نوترکيب توليد مي يرود. در نتيجه سطح بالایئين پوششي هدر نميبراي ساخت مقادیر زیادي از پروت

 & Ma & Wang 2012; Kopertekh)گيرد سيستم محدودیت اندازه وجود ندارد و تحت تاثير اندازه ژن خارجي قرار نمي

Schiemann 2017) .بيان موقت با موفقيت در گياهان توليد  فناوريهاي دارویي با استفاده از هاي اخير تعدادي از پروتئيندر سال

  .(2)جدول  اندشده

 

 (Kopertekh & Schiemann 2017روش بیان موقت )داروهای زیستی تولید شده به .2جدول 

Table 2. Biopharmaceutical produced by transient expression 

 پروتئين نوترکيب

Recombinant 

protein 

 کاربرد

Application 

 بياني ناقل

Expression vector 

 توليديمرحله 

Production stage 

 I فاز Genewareسيستم بياني  درمان لنفوم غير هوچکين NHL ایدیوتایپ واکسن

 I فاز magnICONسيستم بياني  درمان لنفوم غير هوچکين NHL ایدیوتایپ واکسن

 ش حيوانيآزمای magnICON سيستم بياني بيماري ویروس ابولادرمان  MB-003بادي آنتي

 يحيوان شآزمای magnICONسيستم بياني  درمان بيماري ویروس ابولا ZMappبادي آنتي

 IIو  Iفاز  Proficiaسيستم بياني  درمان آنفلوانزاي مرغي H5N1آنفلوانزا واکسن 

و  H1N1 ،H3N2درمان آنفلوانزاي  آنفلوانزاگانه ندچ واکسن

B 

 IIو  Iفاز  Proficiaسيستم بياني 

 Iفاز  TMV بياني مشتق از ویروس ناقل درمان آنفلوانزاي مرغي HAI1واکسن 

 Iفاز  TMV بياني مشتق از ویروس ناقل درمان آنفلوانزاي خوکي HAC1 واکسن

 

هاي دارویي هاي توليد پروتئينسيستمسوسپانسيون سلولي گياه یکي دیگر از  کشتسوسپانسیون سلولی گیاه:  کشت .4

پذیري آسان، تغييرات پس از ترجمه و هاي سيستم گياه کامل از قبيل: ایمني توليد، مقياساست. این سيستم توليدي علاوه بر مزیت

هاي شد. سلولباهاي سلول حيواني و ميکروبي نيز ميبندي صحيح، حائز برخي از مزایاي کشتهاي با بستهتوانایي ساخت پروتئين

هاي گياهي لهاي مصنوعي ساده با استفاده از بيوراکتورهاي سنتي رشد کنند. بعلاوه سلوها در محيطتوانند مشابه با باکتريگياهي مي
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ورده آآسانتر و ارزانتر فرتخليص هاي بيان شده را به درون محيط کشت داشته و در نتيجه امکان بازیافت و توانایي ترشح پروتئين

و  بهرحال، عملکرد پایين پروتئين نوترکيب (.Ma & Wang 2012کنند )هدف را نسبت به استخراج از وزن تازه گياه مهيا مي

با موفقيت با استفاده  هاي دارویيپروتئين تعدادي از تاکنون روند.شمار مي هاي اصلي این سيستم بهناپایداري ژنتيکي از محدودیت

 ;Hellwig et al. 2004; Xu et al. 2011)شده است ذکر 3در جدول اند که توليد شدهگياه کشت سوسپانسيون سلولي از 

Santos et al. 2016; Zagorskaya & Deineko 2017). 

 

 ;Hellwig et al. 2004)های سوسپانسیون سلولی گیاه های دارویی تولید شده در کشتپروتئین .3جدول 

Xu et al. 2011; Santos et al. 2016; Zagorskaya & Deineko 2017). 

Table 3. Pharmaceutical proteins produced in plant cell suspension cultures  

 پروتئين نوترکيب

Recombinant protein 

 کاربرد

Application 

 سلول ميزبان

Host cell 

 هاي توتون و سویاسلول Bواکسن هپاتيت  Bژن سطحي هپاتيت آنتي

 هاي توتونسلول بيماري فابري آلفا گالاکتوزیداز 

 هاي توتون و برنجسلول هاي سفيدتوليد سلول ماکروفاژ  -گرانولوسيتزایي کننده کلني فاکتور تحریک

 هاي توتونسلول تنظيم ایمني 4اینترلوکين 

 هاي توتونسلول HIVبادي عليه ویروس آنتي 2G12بادي آنتي

 و برنجهاي توتون سلول هورمون رشد هورمون رشد انساني

 هاي توتونسلول تنظيم ایمني و ضد ویروس اینترفرون آلفاي انساني 

 هاي توتون و یونجهسلول محافظت بافت اریتروپویتين

 هاي برنجسلول درمان هيپوآلبوميني آلبومين سرم انساني

 هاي هویجسلول درمان بيماري گوچر گلوکوسربروزیداز

 هاي سيب زميني سلول تنظيم کننده ایمني لاکتوفرین انساني

 هاي هویج و برنجسلول درمان بيماري مزمن ریوي تریپسينآنتي

 هاي توتونسلول حاد گاستروآنتریتواکسن  پروتئين پوششي ویروس نوراک

 برنجهاي سلول تنظيم ایمني 12اینترلوکين 
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حال قبل از هاي توليدي مرسوم دارند. با اینهاي توليد پروتئين نوترکيب در گياهان مزایاي متعددي نسبت به سيستمسيستم

هاي نوترکيب داشته باشند تعدادي چالش وجود دارد که عنوان رو  اصلي توليد پروتئيناینکه گياهان بتوانند پذیر  عمومي را به

هاي اصلي در گياهان است. در چند سال اخير رویکردهاي مولکولي بایستي حل شود. عملکرد پایين توليد پروتئين هدف یکي از چالش

اي داشته است کنندهي از این رویکردها نتایج اميدوارگياه توسعه یافته و بسيار بيانيهاي مختلفي براي حل این چالش در سيستم

(Desai et al. 2010; Ma & Wang 2012). از  متعددي عوامل ،هاي نوترکيب هدفمنظور افزایش ميزان توليد پروتئينبه

گذاري شده که در استخراج آن هدف سازوکارسازي پروتئين توليدي و قبيل پيشبرنده ژن، تقویت رونویسي و ترجمه ژن هدف، ذخيره

 شود.هاي نوترکيب در گياهان پرداخته ميتوليد پروتئينگذار بر افزایش ميزان به بخشي از مهمترین عوامل تاثير ادامه

ح رونویسي، عناصر گردد. در سطسطوح مختلف تنظيم ميبيان ژن خارجي در گياهان در تقویت رونویسی ژن هدف:  .1

پروتئين را تحت تاثير قرار دهند.  سطوح تجمع فرآوردهداشته و  توليدي mRNAتوانند اثر چشمگيري روي سطح پيشبرنده مي

افزایش عملکرد پروتئين نوترکيب شود تواند باعث بالا بردن سرعت شروع رونویسي با استفاده از یک پيشبرنده قوي مي ،بنابراین

(2016. et alGerasimova  در این رابطه پيشبرنده .)S35 12ویروس موزائيک کلم گل )S35CaMV(  اغلب براي بيان ژن

شود. زیرا یک پيشبرنده قوي است که در همه یا اکثر هاي بيان موقت استفاده ميدر گياهان تراریخته و هم نين سيستم خارجي

هاي دارویي از قبيل تعدادي از پروتئين 35Sباشد. با استفاده از پيشبرنده ها فعال ميهاي گياهي بویژه دولپههاي گونهسلول

پيشبرنده این (. Tremblay et al. 2010اند )هاي رشد در سطوح نسبتا بالا در گياهان توليد شدهها و فاکتورها، واکسنباديآنتي

کوئيتين هاي ژن اکتين )برنج( و ژن یوبيها، پيشبرندهايهمين دليل اغلب در تک لپهها دارد و بهايتري در تک لپهفعاليت ضعيف

هاي ميزبان سمي باشد، بيان القایي یا خاص در خارجي بيان شده براي سلولشوند. در مواردي که پروتئين )ذرت( ترجيح داده مي

کننده از تنظيم هاي(. پيشبرندهStreatfield 2007; Gerasimova et al. 2016رسد )نظر مياندام یا اندامک ویژه ضروري به

هاي یا فيزیکي براي بيان پروتئين 13القاپذیر شيميایيهاي ي، بافت یا اندام و پيشبرنده هاي اختصاصي مرحله نموقبيل پيشبرنده

هاي مصنوعي (. رو  دیگر براي افزایش قدرت رونویسي، طراحي پيشبرندهMa & Wang 2012کار گرفته شده است )دارویي به

ي شامل ترکيبي از هاي هيبرید مصنوعهاي فعال چندین پيشبرنده طبيعي شناخته شده است. در واقع پيشبرندهجدید با ترکيب توالي

طور فعاليت چند برابري نسبت به هر دو پيشبرنده به ،اگروباکتریوم Tiپلاسميد  14و پيشبرنده مانوپين سنتاز S35عناصر پيشبرنده 

ژن خارجي در  براي بيان بهينه نيز A(. انتخاب سيگنال پلي Streatfield 2007; Ma & Wang 2012اند )جداگانه نشان داده

 nosژن مربوط به  Aدهد. سيگنال پلي و کارایي ترجمه را تحت تاثير قرار مي mRNAچرا که پایداري  باشدگياهان مهم مي

 mRNA( آرابيدوپسيس تاليانا موجب افزایش سطوح HSPپروتئين شوک حرارتي ) Aاگروباکتریوم تومفاسينس و سيگنال پلي 

                                                           
12. Cauliflower mosaic virus (CaMV) 
13. Chemically-inducible promoters 

14. Mannopine synthase 
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(. Streatfield 2007; Nagaya et al. 2009شوند )بياني اضافه مي يان شده و اغلب به سازههاي خارجي بيان شده در گياهژن

طور مثال گنجاندن یک دهند. بهافزایش مي mRNAبيان ژن را از طریق افزایش سطح  نيز هادر گياهان تعداد زیادي از اینترون

 Bartlettاین ژن را در گياهان تراریخته افزایش داد ) بيانداري طور معنياینترون در سازه ژني حاوي توالي رمز کننده ژن لوسيفراز به

et al. 2009يهاي دیگر براي افزایش بيان ژن خارجي شامل حذف عناصر ناپایدار کننده(. راهکار mRNA  و استفاده از

 (.Desai et al. 2010سي است )هاي خاموشي ویروبازدارنده

وابسته به  mRNAمقدار پروتئين ترجمه شده در هر واحد  حداکثرعلاوه بر افزایش رونویسي، تقویت ترجمه ژن هدف:  .2

تواند باعث افزایش سطوح بالاي لزوما نمي mRNAباشد چرا که فراواني که بسيار مهم مي ،ميزان و سرعت ترجمه ژن هدف است

 Nie etمتناظر آن دارد ) mRNAفراواني پروتئين بستگي به غلظت  درصد 20-40پروتئين گردد. تخمين زده شده است که تنها 

al. 2006پروتئين نه تنها بستگي به تعداد  (. غلظتmRNA  دارد بلکه هم نين به سرعت ترجمه از رويmRNA  و سرعت

ترین عامل تعيين کننده ميزان پروتئين توليدي است. راهکارهاي مهم mRNAکارایي ترجمه  ،ه آن هم بستگي دارد. در گياهانتجزی

(. یکي از این Ma & Wang 2012کار گرفته شده است )ژن خارجي به mRNAمختلفي براي تقویت بيشتر کارایي ترجمه 

ویروسي به سازه ژني براي افزایش سرعت شروع ترجمه است. براي مثال اثبات شده که توالي  UTR′5-ها افزودن توالي راهکار

اي بذور هاي پروتئين ذخيرهسيب زميني و ژن Xویروس  RNAویروس موزائيک توتون،  RNAمربوط به  UTR′5-راهنماي 

هاي خارجي مطابق با ترجيح کدوني ژن 15کدونيسازي (. بهينه et alLiu .2010برنج در تقویت بيان پروتئين خارجي موثر است )

توانند معني ميهاي همست. مشخص گردیده که کدونگياه ميزبان راهکار دیگري براي افزایش بيان پروتئين خارجي در گياهان ا

ي مطابق با الگوي طور چشمگيري بيان پروتئين هدف را با کنترل کارایي ترجمه تغيير دهند. لذا براي بيان موثر، ژن هدف بایستبه

هاي دیگر براي افزایش تجمع پروتئين نوترکيب شامل اتصال ژن راهکار (.Webster et al. 2017ژنوم ميزبان طراحي شود )

 (. et alDesai .2010باشند )هاي پروتئازي ميو بيان همزمان با بازدارنده 16خارجي به نواحي اتصال به ماتریکس هسته

هاي درون نوترکيب به اندامک گيري پروتئينهدفهای مناسب سلولی: نوترکیب در بخش هایگیری پروتئینهدف .3

شدت تحت تاثير مقصد چرا که ساختار و پایداري پروتئين نوترکيب به تواند براي دستيابي به سطوح تجمع بالا موثر باشدسلولي مي

هاي هاي متابوليکي، سطح فعاليت پروتئازي و محيطویژگي(. هر اندامک Ma & Wang 2012گيرد )نهایي آن در سلول قرار مي

اي را نياز دارد که براي پروتئين نوترکيب اغلب تغييرات ویژه ماهيت ،علاوهشيميایي، فيزیکي و آنزیمي مخصوص خود  را دارد. به

شوند. بنابراین ممکن است سلولي مختلف مي يها دستخو  انواع تغييرات در اجزافعاليت عملکردي آن ضروري است. پروتئين

اي از سلول باشد. عامل مهم دیگري که بایستي پروتئين هدف براي پرداز  و پيرایش صحيح نيازمند هدایت به درون بخش ویژه

                                                           
15. Codon optimization 

16. Nuclear matrix attachment regions 
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تواند گيري پروتئين نوترکيب به اندامک خاص ميدر نظر گرفته شود، پتانسيل سميت پروتئين نوترکيب براي سلول ميزبان است. هدف

( یکي ER) 17(. شبکه آندوپلاسميet al Gerasimova. 2016و حتي حذف کند ) دادهت سمي پروتئين نوترکيب را کاهش اثرا

ها که منجر به باشد. این اندامک مکاني است غني از چاپرونهاي نوترکيب ميگيري پروتئينها براي هدفترین مکاناز عمومي

شود. پتانسيل ردوکس محيط آن براي تشکيل باندهاي دي سولفيدي مناسب ه ميپپتيدهاي تازه ساخته شدبندي صحيح پليبسته

یک هدف عالي  ERها باعث شده تا اندامک (. تمامي این ویژگيPillay et al. 2014فعاليت پروتئازي کمتر است ) آنو در  بوده

سيگنال  ،هاي نوترکيب باشد. براي نگهداري پروتئين خارجي ترشحي در این اندامکبراي نگهداري و در نتيجه بيان بالاي پروتئين

KDEL  یاHDEL  در انتهايC داري عملکرد توليد طور معنيپروتئين هدف موردنياز است. مشخص شده که این راهکار به

 & Maهاي تنظيم کننده ایمني را در گياهان تراریخته افزایش داده است )ها و تعدادي از پروتئينسيتوکين ها،ها، واکسنباديآنتي

Wang 2012هاي موثر براي تقویت تجمع پروتئين يهاي درون سلولي نيز راهکارگيري پروتئين توليدي به سایر اندامک(. هدف

هاي برگ توتون منجر به تجمع به درون سيتوپلاسم سلول hEGF18 ئينپروت باشد. مشخص گردید که هدایتهدف در گياهان مي

گيري به اندامک شده است؛ این در حالي است که سطح بيان آن پس از هدف (TSPدرصد پروتئين محلول کل ) 001/0پروتئين تا 

نيز هاي گياه گيري پروتئين نوترکيب به کلروپلاست(. هدفWirth et al. 2004رسيده است ) TSP درصد 11/0آپوپلاست به 

  (.Van Molle et al. 2007منجر به افزایش تجمع آن شده است )

یکي منظور پایداری بیشتر و سهولت در استخراج پروتئین هدف: های الحاق شونده بهاضافه کردن دنباله .4

باشد. الحاق شونده مي افزودن دنباله ي نوترکيب در گياهان رویکردي مبتني برهادیگر از ابزارهاي موثر براي تقویت توليد پروتئين

هاي الحاق شونده با جلوگيري از تجزیه، افزایش حلاليت و پایداري، عملکرد پروتئين هدف را بهبود اثبات شده است که دنباله

(. چندین دنباله الحاق Menassa et al. 2012کنند )پذیر ميهدف را نيز امکان بخشند. هم نين جداسازي و تخليص پروتئينمي

تعدادي از مهمترین  ؛اندهاي خارجي در گياهان مورد استفاده قرار گرفتهشناسایي شده است که براي افزایش عملکرد پروتئينشونده 

 ها عبارتند از:آن

اي گاما زئين ذرت هپروتئين ذخير Nغني از پرولين انتهاي  ناحيهاین دنباله الحاق شونده، : Zeraدنباله الحاق شونده  .1-4

و ناحيه تکراري غني از پرولين  C-G-Cاسيد آمينه دارد که شامل سيگنال پپتيد گاما زئين، موتيف  112باشد. توالي این دنباله مي

یابند. دامک تجمع توانند در این انمي ERبدون حضور سيگنال پپتيد نگهدارنده در  Zeraهاي الحاق شده به دنباله باشد. پروتئينمي

هاي یوکاریوتي طور ميزبانهاي غير بذري گياهان و همينبه بافت آن را توانباشد؛ بلکه ميمحدود به بذور طبيعي ذرت نميناحيه این 

(. اثبات شده است که الحاق Torrent et al. 2009هاي حشرات و پستانداران نيز گستر  داد )ها، سلولغير گياهي مانند قارچ

                                                           
17. Endoplasmic reticulum 
18. Human epidermal growth factor  
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Zera  هاي نوترکيب را در سطوح خيلي بالا منجر به تحریک تشکيل اجسام پروتئيني شده و تجمع پایدار پروتئين ،هدفبه پروتئين

)بدون برابري آن نسبت به پروتئين شاهد  3منجر به بيان  F1-Vبه واکسن  Zeraطور مثال الحاق دنباله بهتسهيل کرده است. 

Zera ) در گياهان یونجه و توتون( شده استAlvarez et al. 2010.) 

خود براي افزایش تجمع پروتئين نوترکيب در گياهان توجه بيشتري بهدنباله این استفاده از : ELPدنباله الحاق شونده  .2-4

زیستي مصنوعي حاوي تکرارهایي از توالي  هايق شونده پليمرالحا هاي. این دنباله(Conley et al. 2011جلب نموده است )

 تعداد تکرارهاي پنتاپپتيدي این دنبالهاي به استثناي پرولين باشد. تواند هر اسيدآمينهمي Xباشند که مي V-P-G-X-Gپنتاپپتيدي 

شوند کار برده مير بهتو تکرارهاي بزرگتر براي تخليص راحت براي تجمع پروتئين نوترکيب تواند متغير باشد. تکرارهاي کمترمي

(Menassa et al. 2012.) 

کار الحاق شونده براي افزایش بيان پروتئين نوترکيب در گياهان به عنوان یک دنبالهها نيز بههيدروفوبينها: هیدروفوبین .3-4

کوچک  و فعال سطحي هايها گروهي از پروتئين(. هيدروفوبينJacquet et al. 2014; Kurppa et al. 2018اند )گرفته شده

هاي کوچک حاوي یک پيش پروتئين بزرگ از آمينواسيدهاي شوند. این پروتئيناي توليد ميهاي رشتهباشند که توسط قارچمي

ها چهار باند دي سولفيدي تشکيل هستند. این سيستئين باشند که داراي هشت اسيد آمينه سيستئين محافظت شدههيدروفوبيک مي

توانند این ویژگي را به ها داراي خاصيت خود تجمعي بوده و ميباشند. هيدروفوبيندار کننده ساختار پروتئين ميدهند که پایمي

اثرات مفيدي روي هاي الحاق شونده که دیگر پروتئين(. Hakanpää et al. 2006خود منتقل کنند )هاي الحاق شده بهپروتئين

هاي پوششي ، پروتئين19سم وبا Bکوئيتين، بتا گلوکورونيداز، زیر واحد اند شامل یوبينوترکيب در گياهان نشان داده تجمع پروتئين

  (.Ma & Wang 2012باشند )مي Aویروسي و ایمونوگلوبين انساني 

ز اليسيتورها در جهت استفاده ا: های نوترکیببرای افزایش میزان تولید پروتئینها( )محرکاستفاده از الیسیتورها  .5

 .Robert et al. 2015; Karimzadegan et al) مورد توجه قرار گرفته است نيز هاي نوترکيبافزایش ميزان بيان پروتئين

زیستي  ءکه منشااليسيتورهاي زیستي شوند. ميبندي تقسيم اليسيتورهاي زیستي و غير زیستيمهم: اليسيتورها به دو دسته  (.2018

غير زیستي داشته و شامل  ءاليستورهاي غير زیستي که منشا. آینديدست مبه ، قارچ و ویروسموجودات زنده مثل باکترياز داشته و 

هاي گياهي هستند که نقش مهمي در دفاع گياه عليه هورمون ،هاباشند. جاسموناتاليسيتورهاي فيزیکي، شيميایي و هورموني مي

هاي هاي ثانویه در کشتعنوان اليسيتورهاي موثر بر افزایش توليد متابوليتها بهاین هورمون. نندکزا و حشرات بازي ميعوامل بيماري

رونویسي گزارشات مختلف تاثير متيل جاسمونات را بر کاهش  (.Naik & Al-Khayri 2016کنند )عمل ميگياهان داروئي سلولي 

 يطورکلهاي مرتبط با تنش همراه بوده که بهعموماً با تجمع پروتئين گريسرکوب يراتچنين تأثاند. کردهگزار  ي هاي فتوسنتزژن

هاي متعدد تاثير بررسي .(Robert et al. 2015) گرددميپروتئين نوترکيب  و افزایش توليد روبيسکو شدید مخزن منجر به تخليه

                                                           
19. Cholera toxin B subunit 
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 Robert et al. 2015; Jung & McDonaldهاي نوترکيب نشان داده است )در افزایش توليد پروتئين هاي مختلف رااليسيتور

2016; Karimzadegan et al. 2018.) 

 

 های نوترکیب از گیاهاناستخراج پروتئین

بازیافت و تخليص پروتئين است که هزینه  ،هاي نوترکيب گياهيسازي پروتئينهاي موجود در تجاريیکي دیگر از چالش

هاي عملياتي براي توليد توجهي از هزینهدستي بخش قابلکاربرد، فرآیندهاي پایين. بسته به نوع محصول و داردتوجهي در بر قابل

(. براي مثال بررسي هزینه توليد آنزیم بتا گلوکورونيداز از ذرت تراریخته نشان داده Buyel et al. 2015شوند )پروتئين را شامل مي

(. احتمالا هزینه Evangelista et al. 1998دهد )ا تشکيل ميهزینه کل توليد ر درصد 94که فرآیندهاي تخليص پروتئين تقریبا 

 قيمت کل فرآورده( را به درصد 80ترین بخش توليد پروتئين نوترکيب )حدود گران ،دستي براي استخراج در گياهانفرآیندهاي پایين

هاي توليد شده توسط گياه يد پروتئيندستي را در تعيين قابليت اقتصادي تولدهد و این اهميت فرآیندهاي پایينخود اختصاص مي

تخليص و جداسازي پروتئين از گياهان  ،هاي باکتریایي و مخمر(. در مقایسه با سيستمŁojewska et al. 2016دهد )نشان مي

گردد. عنوان یک چالش عمده در زراعت مولکولي محسوب ميبر تر بوده و بهتر و هزینهدليل پي يدگي سيستم گياهي مشکلبرگي به

هاي هدف از گياه بسيار مهم است. بدین منظور، هاي آسان، کم هزینه و قابل اعتماد براي تخليص پروتئينبنابراین توسعه رو 

 (.Ma & Wang 2012; Buyel et al. 2015; Łojewska et al. 2016) که عبارتند از: چندین رو  توسعه داده شده است

ترین هاي هدف معمولبه ژن 20افزودن توالي دنباله تمایليهای تمایلی: اساس دنبالهسازی پروتئین هدف بر خالص -الف

بایستي کوچک باشد  کهاست  اینآل هاي یک دنباله تمایلي ایدهباشد. ویژگيرو  مورد استفاده براي کمک به تخليص پروتئين مي

 (. دنباله پليMa & Wang 2012لکرد بالا شود )اجازه تخليص سریع از مخلوط پي يده را بدهد و منجر به خلوص با عم تا

این هاي بياني مختلف است. نوترکيب از سيستم ترین دنباله تمایلي براي تخليص پروتئينهيستيدین( معمول 6هيستيدین )شامل 

عنوان ليگاند تمایلي با استفاده از کروماتوگرافي به زي کلاته شده نيکلرا بر اساس استفاده از یون فلنوترکيب  پروتئينتخليص  دنباله،

دار هاي دنبالهپروتئين تخليصتواند منجر به سطوح بالاي که این رو  مي(. در حاليŁojewska et al. 2016کند )ميتمایلي مهيا 

(. یکي دیگر از Sharma & Sharma 2009باشد )هاي باکتریایي شود؛ در گياهان استخراج با خلوص بالا مقدور نميدر سيستم

 21و به یکي از مشتقات استرپتاویدین آمينه استاسيد 8باشد که شامل مي StrepIIهاي تمایلي براي تخليص، دنباله ترین دنبالهفراوان

راي بازیافت هاي تمایلي مورد استفاده دیگر بشسته شود. دنبالهاز ستون تواند با استفاده از بيوتين گردد. این دنباله ميمتصل مي

هاي (. هر چند که رو  2012Ma & Wangباشند )و غيره مي Flag ،myc-c ،GST22هاي نوترکيب شامل پروتئين

                                                           
20. Affinity tag 
21. Streptavidin 
22. Glutathione S-transferase 
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این رو   اما سازدهاي نوترکيب را ممکن مياي آسان و سریع فرآوردهتخليص یک مرحله ،هاي تمایليکروماتوگرافي مبتني بر دنباله

شوند. براي تخليص پروتئين در مقياس طور معمول تنها براي تخليص در مقياس نسبتا کوچک استفاده ميجداسازي پروتئين هدف، به

 طور معمول بيان پروتئينتوانند بهها نميهاي تمایلي، اکثر آندليل اندازه کوچک دنبالهبر است. هم نين بهها هزینهبزرگ این رو 

 (.Ma & Wang 2012; Łojewska et al. 2016را افزایش دهند ) ده و یا حلاليت آنالحاق ش

چندین رو  تخليص غير تمایلي براي جداسازي های غیر تمایلی: پروتئین هدف بر اساس روش سازیخالص -ب

پذیرتر و تر، مقياسکروماتوگرافي آسانهاي ها در مقایسه با رو هاي توليد شده در گياهان توسعه یافته است. این رو پروتئين

هاي الحاق شونده ها بر اساس استفاده از دنباله(. این رو Conley et al. 2011; Moustafa et al. 2016باشند )تر مي ارزان

باله الحاق یک دن ELPکه (. در حاليMenassa et al. 2012اند )گذاري شدهو اولئوسين( پایه ELP ،HFBI ،Zeraغير تمایلي )

یک رو  غير تمایلي براي تخليص پروتئين را ممکن توسعه  با اینحالباشد، هاي نوترکيب ميشونده براي افزایش توليد پروتئين

گردد. هنگامي ( را متحمل ميtT) 23پذیر(. این دنباله پنتاپپتيدي یک گذار دمایي معکوس برگشت et alConley .2011سازد )مي

راحتي توانند بهدهند که ميتشکيل مي 24هاي نامحلوليتجمع ELPپپتيدهاي الحاق شده به رسد، پليمي tTکه دما بالاتر از دماي 

در آیند.  مجددا به حالت محلول tTتر از دماي توانند به آساني در دماي پایينهاي نامحلول ميوژ جدا شوند. سپس تجمعيبا سانتریف

ها باديها، آنتيشود و براي تخليص سيتوکينناميده مي 25این رو  تخليص غير کروماتوگرافي اصطلاحا رو  چرخه گذار معکوس

، ELP(. مشابه با Ma & Wang 2012; Moustafa et al. 2016هاي گياهان تراریخته استفاده شده است )ها از بافتو واکسن

HFBI تواند منجر به تخليص آن با استفاده از یک توليد پروتئين را در گياهان افزایش دهد، بلکه هم نين مي تواندنيز نه تنها مي

از این  کهخود بوده  الحاق شده به پروتئين 26گریزيآب(. این دنباله قادر به تغيير  et alConley .2011رو  غير تمایلي شود )

(. دنباله الحاق شونده  et alMenassa .2012کند )مهيا مي ATPS27 سيستم طریق امکان تخليص کارآمد آن را با استفاده از

Zera وژ مبتني بر چگالي استفاده يهاي نوترکيب با استفاده از رویکرد سانتریفعنوان یک دنباله غير تمایلي براي تخليص پروتئيننيز به

هاي توليد شده گياهي است الحاق پروتئين به اولئوسين روشي دیگر براي بازیافت پروتئين (.Llop-Tous et al. 2011شود )مي

گریزي هستند که در اجسام روغني بذور قرار دارند هاي آبها پروتئينشود. اولئوسينهاي غير تمایلي مهيا ميرو واسطه که به

(Ma & Wang 2012; Bagheri et al. 2013.)  پروتئين اینترفرون گاما الحاق شده به اولئوسين قادر به ادغام درون اجسام

وژ جداسازي شدند ياز باقيمانده عصاره سلولي توسط سانتریف روغني طبيعي بذور گياه کلزاي تراریخته شد و اجسام روغني به آساني

                                                           
23. Reversible inverse temperature transition 
24. Insoluble aggregates 
25. Inverse transition cycling 
26. Hydrophobicity 

27. Surfactant-based aqueous two-phase system 
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(2013. et al Bagheri هم نين پروتئين .)hFGF28 طور موفقيت اولئوسين بيان و به فناوريستفاده از در بذور گياه گلرنگ با ا

 (.Huang et al. 2015آميز تخليص شد )

 

 بحث

هاي دارویي را جایگزین جدید براي توليد ارزان، ایمن و انبوه پروتئينزراعت مولکولي پتانسيل تبدیل شدن به یک رو  

هاي دارویي گذشته پيشرفت چشمگيري داشته و تعداد زیادي از پروتئين در طول دو دههفناوري  (. اینMa & Wang 2012) دارد

باشند و برخي نيز به مرحله سازي ميتوليد شده که در حال آزمایشات باليني بوده و نزدیک به مرحله تجاري فناوريبا استفاده از این 

هاي نوترکيب در ایران نيز به توليد پروتئين(. زراعت مولکولي و Sack et al. 2015; Park & Wi 2016اند )تجاري رسيده

(، انسولين Bagheri et al. 2013ي داروئي مهم از قبيل اینترفرون گاما )هاهاي ارزشمندي نائل شده است. توليد پروتئينموفقيت

(Yarbakht et al. 2015فعال کننده ،) پلاسمينوژن بافتي (Abdoli-Nasab et al. 2013; Jalali Javaran et al. 2017 ،)

( و غيره Soleimanizadeh et al. 2018) Anti-VEGFنانوبادي Anti-VEGFR (Mirzaee et al. 2018 ،) نانوبادي

هایي از این در آزمایشگاه بيوتکنولوژي دانشکده کشاورزي دانشگاه تربيت مدرس نمونه جواران توسط تيم تحقيقاتي دکتر جلالي

 باشند. ها ميموفقيت

چالش اصلي دسترسي به سطح  ،هاي مورد استفاده داروئي و صنعتيگياهان تراریخته نسل سوم با هدف توليد پروتئينبراي 

سازي باشد. رویکردهاي مختلفي از قبيل: انتخاب پيشبرنده و عناصر افزایش دهنده مناسب، بهينهبالاي توليد پروتئين نوترکيب مي

سلولي پروتئين نوترکيب، پایداري پروتئين هدف و غيره براي افزایش سطح توليد پروتئين هدف در گياهان گيري درون کدوني، هدف

منظور افزایش سطح توليد پروتئين نوترکيب به (.Streatfield 2007; Gerasimova et al. 2016)شود تراریخته پيشنهاد مي

 35Sاند. پرکاربردترین پيشبرنده دائمي، پيشبرنده ویروسي قوي تفاده قرار گرفتههاي دائمي و اختصاصي بافت مورد اسپيشبرنده

هاي (. پيشبرندهMa & Wang 2012هاي گياهي افزایش داده است )باشد که بيان ژن پایين دستي خود را در تعداد زیادي از گونهمي

طور مثال عناصر ویروس ين نوترکيب ایجاد شده است. بهمنظور افزایش سطح بيان پروتئهاي ویروسي نيز بهترکيبي از پيشبرنده

اند. دستي با هم ترکيب شدهمنظور افزایش بيان ژن پایينبه S35و عناصر فعال کننده پيشبرنده ویروسي  29موزائيک زرد کاملينا

ها هم نين اند. این پيشبرندهشدههاي اختصاصي بافت )بذر، ميوه، ریشه و غيره( نيز براي تجمع پروتئين نوترکيب استفاده پيشبرنده

(. Ma & Wang 2012; Gerasimova et al. 2016دهند )یندهاي پایين دستي را تحت تاثير قرار ميآپایداري پروتئين و فر

تواند در بالادست ژن هدف قرار گيرد که منظور دسترسي به سطوح بالاي بيان پروتئين نوترکيب چندین عنصر افزایش دهنده ميبه

                                                           
28. Human fibroblast growth factor 
29. Commelina Yellow Mosaic Virus 
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هاي گياهي مختلف شناسایي شده است عت رونویسي را افزایش خواهد داد. عناصر افزایش دهنده متعددي در گونهسر

(Gerasimova et al. 2016.)  سازي بهينه ،موثر و مهم در افزایش سطح بيان پروتئين نوترکيب عواملمشخص شده که یکي از

مطابق با ترجيح کدوني گياه  CTBطور مثال هنگامي که توالي نوکلئوتيدي ژن (. بهWebster et al. 2017کدوني آن است )

(. هم نين ژن Kang et al. 2004برابر افزایش یافت ) 15 ،توتون تغيير داده شد بيان ژن بهينه شده در مقایسه با ژن بهينه نشده

cry6A ه فرنگي بهينه گردید. بيان پروتئين در شکل تغيير نيافته آن معني خود در گياه گوجهاي همهاي نادر با کدونبا تغيير کدون

بهينه  ،علاوه(. بهLi et al. 2007گذاري وسترن شناسایي گردید )که ژن تغيير یافته توسط آزمون لکهدر حالي ،قابل تشخيص نبود

 Thomasکردن توالي ژن رمز کننده فاکتور رشد اپيدرمي مطابق با ترجيح کدوني گياه توتون منجر به افزایش بيان این پروتئين شد )

& Walmsley 2014.) سازي توالي ژن رمز کننده نانوبادي هم نين پس از بهينهAnti-VEGF  بر اساس ترجيح کدوني گياه

سازي کدوني این افزایش بيان نشان داد که بهينه .برابر شکل بهينه نشده آن بود 5/3انوبادي تقریبا ن کدو، بيان شکل بهينه شده

گيري هدف(. Soleimanizadeh et al. 2018) عنوان یک عامل موثر بر افزایش بيان پروتئين هدف در نظر گرفته شودتواند بهمي

کند است که پایداري و کيفيت عملکرد فرآورده نهایي را تعيين مي املعوترین پروتئين نوترکيب در سلول یکي دیگر از کليدي

(Gerasimova et al. 2016 .)هاي انتخاب صحيح اندامک جهت بيان پروتئين نوترکيب نقش مهمي در سطوح توليد پروتئين

طور به. کندهاي نوترکيب فراهم ميترین محيط را براي بيان پروتئينمناسب ERدارد. تحقيقات مختلف اثبات نموده است که  خارجي

ميزان تجمع این پروتئين  ERهاي درون سلولي آپوپلاست و به اندامکبادي نوترکيب گيري آنتيمثال گزار  شده که پس از هدف

نيز پروتئين نوترکيب  2012(. در سال Benchabane et al. 2008برابر ميزان تجمع آن در آپوپلاست بود ) ER 10نوترکيب در 

در  هدف گيري شد و نتایج این تحقيق نشان داد که ميزان بيان پروتئين نوترکيبهدف ERهاي آپوپلاست و اینترلوکين به اندامک

ER  برابر بيان این پروتئين در آپوپلاست مي 10حدود( باشدNausch et al. 2012هم نين مشخص شد که پس از هد .)گيري ف

برابر بالاتر از بيان پروتئين  6حدود  ERگيري شده به و آپوپلاست، بيان پروتئين نوترکيب هدف ERبه  Anti-VEGFنانوبادي 

دليل حضور بيان پایين در آپوپلاست احتمالا به (.Soleimanizadeh et al. 2018)گيري شده به آپوپلاست بود نوترکيب هدف

براي به حداقل رساندن اثر  (.Pillay et al. 2014)باشد مي سيستئين پروتئازهاسرین و  ،آسپارتيکیکسري از پروتئازها از جمله 

نوترکيب،  ازها در پروتئيننظير حذف و یا تغيير نواحي فعاليت پروتئ يهاینوترکيب توليد شده در گياه رو  پروتئازها بر پروتئين

ها در هاي آنهاي رمز کننده پروتئازهاي اساسي گياه و ممانعت از فعاليت پروتئازها با بيان همزمان مهارکنندهخامو  کردن ژن

نوترکيب تحت شرایط  عمليات تخليص پروتئين باید توجه داشت که(. Benchabane et al. 2008) است سلول پيشنهاد شده

ممکن است که در مقياس آزمایشگاهي توجيه پذیر  ،گيردمي صورتهاي گرانقيمت با استفاده از بافرها و افزودني که آزمایشگاهي

 ضمنید با ،مشکلاتاین باشد اما در مقياس وسيع نياز به تحقيق و کار بيشتر در زمينه تخليص پروتئين نوترکيب دارد. براي حل 

پذیري هاي تخليص جدید که علاوه بر ارزان بودن، مقياسرو  ،نوترکيب هاي جدید براي افزایش بيان پروتئينبکارگيري رو 

هاي (. براي فائق آمدن بر این مشکلات، در سالJalali Javaran et al. 2014) گيرد داشته باشند نيز مورد ارزیابي و اصلاح قرار
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، Zeraهاي الحاق شونده کار گرفته شده است. تشکيل اجسام پروتئيني توسط دنبالهن الحاق شونده بهاخير چندین رویکرد پروتئي

HFBI  وELP طور همزمان به تخليص آسان و ارزان شود؛ بلکه بهنه تنها منجر به افزایش سطح پایين تجمع پروتئين نوترکيب مي

، 30هاي نوترکيب هورمون رشد انسانيبه پروتئين Zeraطور مثال الحاق دنباله به(. et al Conley .2011کند )آن نيز کمک مي

ها شده بلکه هم نين تخليص این و زایلاناز نه تنها منجر به افزایش سطوح بيان و تجمع این پروتئين 31فاکتور رشد اپيدرمي

 ;Torrent et al. 2009ان پذیر نموده است )هاي ارزان غير کروماتوگرافي امکهاي نوترکيب را با استفاده از رو پروتئين

Llompart et al. 2010; Llop-Tous et al. 2011هاي طور مشابه نشان داده شد که انواع مختلفي از دنباله(. بهELP  براي

ده که این هاي نوترکيب در گياهان استفاده شده است. براي مثال نشان داده شافزایش تجمع و تخليص همزمان تعدادي از پروتئين

را در  GFPو پروتئين  HIVبادي عليه ویروس آنتي ،بادي نوترکيب، پروتئين اینترلوکيندنباله الحاق شونده تجمع قطعات آنتي

هاي نوترکيب شده است غير کروماتوگرافي این پروتئين طور همزمان منجر به تخليصطور معني داري افزایش داده و بهگياهان به

(Patel et al. 2007; Floss et al. 2008; Joensuu et al. 2010 توانایي دنباله .)ELP  براي افزایش تجمع پروتئين

هاي پروتئوليکي مرتبط باشد و بنابراین سطح تجزیه پروتئين را نوترکيب ممکن است با مقاومت طبيعي آن عليه تجزیه توسط آنزیم

ها را در اجسام پروتئيني تجمع یافته و در نتيجه آن ELPهاي الحاق شده به علاوه نشان داده شده است که پروتئيندهد. بهکاهش 

. جهت افزایش (Conley et al. 2011)از فرآیندهاي تجزیه سلولي محافظت نموده و عملکرد کلي پروتئين را افزایش داده است 

معلوم گردیده است استفاده شده است.  HFBIالحاق به دنباله  فناوريهاي نوترکيب نيز از تجمع و تخليص همزمان برخي از پروتئين

 Joensuu)گلوکز اکسيداز آنزیم ، GFPهاي نوترکيب داري بيان پروتئينطور معنيتواند بهمي ،به پروتئين هدف HFBIکه الحاق 

et al. 2010 ،) هماگلوتينين ویروس( آنفلوانزاJacquet et al. 2014و آنتي ) باديIgG1 (Kurppa et al. 2018 ) را در گياهان

فراهم  ATPSهاي نوترکيب را از طریق رو  غيرکروماتوگرافي ارزان توتون افزایش دهد و هم نين امکان تخليص این پروتئين

کار گرفته شده طور موفقيت آميز بهدر گياه کدو به Anti-VEGFهم نين براي افزایش تجمع و تخليص نانوبادي فناوري این کند. 

زایي کنند، هاي الحاق شونده ممکن است در نهایت ایجاد ایمنياز آنجایي که این دنباله(. Soleimanizadeh et al. 2018است )

ئين نوترکيب و دنباله الحاق توان بين پروتبر  پروتئازي مي محلیک  ،منظور جداسازي پروتئين نوترکيب از دنباله الحاق شوندهبه

زایي غير سمي دارد و ایجاد ایمنيطبيعت ( HFBI)ها شونده قرار داد. هر چند که گزارشات نشان داده است که برخي از این دنباله

 .Jacquet et al) انجام پذیردهاي الحاق شونده این دنبالهزایي کند؛ اما لازم است آزمایشات بيشتري براي ارزیابي ایجاد ایمنينمي

2014; Soleimanizadeh et al. 2018.) 

 

 منابع

                                                           
30. Human growth hormone 
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هاي نوترکيب در هاي افزایش توليد پروتئين( مکانيسم1393زاده مژگان، لطيف بابک همکاران ) جلالي جواران مختار، سليماني

 .87-97، 5آوري زیستي در کشاورزي کلروپلاست. فن

( molecular farmingهاي کشاورزي مولکولي )( موفقيت1388)جلالي جواران مختار، محب الدیني مهدي، معصومي اصل اسد 

 .19-48، 1در ایران. مجله بيوتکنولوژي کشاورزي 

ن بيان نانوبادي سازي کدوني بر ميزا( بررسي اثر بهينه1397زاده مژگان، جلالي جواران مختار، عبدالرضا باقري همکاران ) سليماني

Anti-VEGF 81-100، 9. مجله بيوتکنولوژي کشاورزي. 
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