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Abstract 

Objective 

The aim of present study was transient expression and purification of recombinant caprine 

chymosin and prochymosin in N. benthamiana leaves using plant binary vectors and tobacco 

mosaic virus (TMV) vector.  

Material and Methods 

The caprine prochymosin gene sequence was obtained from NCBI gene bank and optimized at 

codons for preferential expression in tobacco leaves. The chymosin and prochymosin genes were 

introduced into the plant binary and viral vectors.  Immunoblotting analyses were conducted to 

demonstrate expression of chymosin and prochymosin, and the expression level was quantified 

by milk clotting activity test. 
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Results 

Results indicated that N. benthamiana leave cells cannot process prochymosin correctly and only 

a weak band observed in extracted total proteins (TPs) which showed no milk clotting activity 

while leaves infiltrated by p20αchymosin showed a band with chymosin molecular weight and 

slightly showed milk clotting activity. TMV-based recombinant prochymosin and chymosin 

expression showed necrosis after 3 days post infiltration (dpi) in agro-infiltrated leaves and after 

5 days, leaves completely dried and necrotized. Blotting analysis showed only a band with right 

molecular weight in TSPs extracted N. benthamiana leaves infiltrated by TMVαchymosin.  

Moreover, we subcloned chymosin which expanded with a N-terminal barley alpha amylase 

signal peptide and a C-terminal hybrid Fc tag which labelled as TMVαchymosinhyFc. The 

expression level increased gradually from 2 to 5 days after infiltration from 3.3 U/g FW to 16.8 

U/g FW but after 5-day leaves necrosis started and expression level reduced gradually. 

Conclusion 

Viral vectors and transient expression can be a cheap, fast and effective method to produce a huge 

amount of recombinant proteins but it seems chymosin production still needs more research and 

find the N. benthamiana cells problem with chymosin which leads to necrosis and reduce the 

expression level for large scale production. 
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 دهیچک

 روسیو توتون با استفاده از ناقل اهیدر گ نیموزیپروک کیموزین و بینوترک نیپروتئ انیو ب یسازهمسانه قیتحق نیهدف از ا :هدف

 . بود شده دیتول نیپروتئ یسازخالصتنباکو و  کیموزائ

. دیگرد یسااازنهیبهتوتون  اهیگ یکدون حیبراساااس تر  و افتیدر NCBI داده گاهیاز پا یبز نیموزیپروک یتوال :هاروش و مواد

و به  یسازهمسانه یروسیو و( ینری)با ییدوتا یهاناقلدر  و ریتکث نیموزیو ک نیموزیژن پروک مختلف یآغازگرها یطراحبا  سپس

 به یروسااایو و ییدوتا یهاناقل حامل یباکتر آگرواینفیلتراسااایون روش باانتقال داده شاااد.  نسیفاشاااتومه آگروباکتریوم یباکتر

سترن بلاتدیگرد قیتوتون تزر اهیگ یهابرگ س به نگی. روش و ستفاده مورد نیپروتئ انیب یمنظور برر سب تیقرار گرفت. فعال ا  ین

 .گرفت قرار یبررس مورد لخته لیتشک در هانیپروتئ
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 کل نیپروتئ در فیضااع باند کی فقط د،یگرد انیب توتون اهیگ در ییدوتا یهاناقل از اسااتفاده با نیموزیپروک ژن که یزمان :جینتا 

ستخراج شاهده شده ا شاهده باند زین لمحلو نیپروتئ در ،دیگرد انیب ییناقل دوتا در نیموزیکه ژن ک یزمان یول د،یگرد م . دیگرد م

ستفاده  به آمد بدست ییدوتا یهاناقل با زین یمشابه جینتا و دیگرد توتون اهیگ یهابرگ شدن نکروزه باعث یروسیو یهاناقل از ا

مان که یطور ند کی فقط دیگرد انیب نیموزیپروک ژن که یز مان یول کل، نیپروتئ در با علاوه بر  دیگرد انیب نیموزیکه ک یز

 یاز ساااازه ژن با اساااتفاده انیب زانیم نیشاااتریب. دیباند مشااااهده گرد زیمحلول اساااتخراج شاااده ن نیدر پروتئ کل نیپروتئ

hyFCchymosinαTMV لخته  لیتشک تیفعال یخالص شده دارا نیآمد که پروتئ بدستU 8/16  ود.بدر هر گرم برگ تر 

 یهانیپروتئ دیتول یبرا یو موثر عیروش ارزان، ساار تواندیم موقت انیب و یروساایو یهااگرچه اسااتفاده از ناقل :گیری نتیجه

باعث کاهش  نیموزیوکاز ژن پر یبخش ایتوتون با کل  اهیگ یشدن و مشکلات احتمال نکروزهحاضر  قیدر تحق یباشد ول بینوترک

 باشد.ها  نیازمند مطالعات بیشتر میهای رفع آن، که تعیین دلایل احتمالی و راهدیگرد نیموزیک انیسطح ب

یروسیو ناقل ن،یموزیک ن،یموزیپروکموقت،  انیب: یدیکل کلمات  

پژوهشی.: نوع مقاله  

ان موقت و ( بی1401لاری محمود )نسب مرضیه، امینضیایی اسماعیل، اسکندری محمدهادی، نیازی علی، موسوی استناد:

 .45-66(، 2)14 رزیمجله بیوتکنولوژی کشاوی. روسیو وکتور از استفاده با توتون اهیگ در نیموزیپروک نیپروتئ یسازخالص
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 مقدمه

سپارت کی نیموزیک ستن با که بوده پروتئاز کیآ س نیب یدیپپت وندیپ شک  مو ب نیکاپاکازئ در نیونیمت و نیآلانلیفن نهیدآمیا

شک و نیکازئ یهاسلیم یداریناپا شک عامل نیمهمتر عنوان به هم هنوز و شده لخته لیت  دیتول یبرا اتیلبن صنعت در لخته لیت

از معده چهارم  یبه صااورت ساانت نیموزی. ک(Kumar et al. 2010; Jiang et al. 2012) ردیگیم قرار اسااتفاده مورد ریپن

 نیموزیک یهانیگزی ابه  ازین تقاضااا، شیافزا و  هان تی مع شیافزا با که آمده بدساات کشااتار از پس  وان نشااخوارکنندگان

 یهاطعم جادیا مو ب ریشاا یهانیپروتئ یبر رو یاختصاااصااریعمل غ لیبه دل یکروبیو م یاهیگ ی. پروتئازهاباشاادیم یضاارور

 Jiang et al. 2012; Feng et)گردندیم ریپن دیتول بازده کاهش و لخته در تلخ طعمایجاد  عامل کوچک یدهایپپت نامطبوع،
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al. 2010; Espinoza-Molina et al. 2016)حاضااار ک حال   ایشااایپشااااده در مخمر  دیتول بینوترک نیموزی. در 

از  یبعضاااو  ) .Menzella 1987Kawaguchi et al ;2011 (2یاکلیاشااارشااا، ).Tyagi et al 2017(1سیپاساااتور

 صنعت در یتجار صورت به کشورها از یاریبس در گسترده صورت به  (Ward et al. 1990; Cardoza et al. 2003)هاقارچ

 روش کی عنوان به گرید یهازبانیمدر  بینوترک نیموزیک دیتول یاسااتفاده از تکنولوژ نیبنابرا .ردیگیم قرار اسااتفاده مورد اتیلبن

ترین فرایندهای های مولکولی در زمره مهممکانیساام .باشاادیم یمتعدد یایمزا یدارا نیموزیک دیتول یساانت یهاروش نیگزی ا

 Mohammadabadi andها( هسااتند )، رونویساای، تر مه و حتی نحوه تنظیم ژنDNAژنتیکی )مشااتمل بر همانندسااازی 

2017Tohidinejad شوند و درباشد که هیچ گاه به طور همزمان بیان نمییک سلول دارای تعداد زیادی ژن می 3(. ماده ژنتیکی 

 .Tohidi nezhad et alنمایند )یک زمان خاص فقط تعداد کمی از آنها بیان شده و پروتئین یا آنزیم مورد نیاز سلول را تولید می

. تنها یک مجموعه نسبتاً کوچک (Ahsani et al. 2019a) کشف شد اشرشیاکلی(. ساز و کار بیان ژن اولین بار در باکتری 2015

 .Mohammadabadi et al) ها به مرحله نمو بساتگی داردشاود و نیز بیان ژنها بیان میانواع بافتاز تمام ژنوم در هر یک از 

ستبیان ژن در یوکاریوت ،. بنابراین(2018 . همچنین مقدار محصولات (Ahsani et al. 2019b) ها برای هر بافت اختصاصی ا

شااود ساااخته شااده ساابب تنظیم بیان آن ژن می ،سااازندمیهایی که آن محصااول را ژن که در همان بافت و نیز در سااایر بافت

(Mohammadabadi et al. 2017 .)ستفاده ریاخ انیسال یط در سب زبانیم عنوان به مختلف اهانیگ از ا  فیط دیتول یبرا منا

سترده سان یهایبادیآنت مختلف انواع ،یصنعت یهامیآنز مثل بینوترک یهانیپروتئ از یاگ سن انواع نیهمچن و یان  داروها و واک

 با سهیمقا در اهانیگ از استفاده  (Tusé et al. 2014; Conley et al. 2011; Doran 2006)است گرفته قرار استفاده مورد

 ساااهولت بودن، ترارزانبه  توانیم مله  آن بوده که از یمتعدد یایمزا یدارا بینوترک یهانیپروتئ دیتول یبرا هازبانیم ریساااا

سان یهابیمارگر از یعار نیپروتئ دیتول د،یتول اسیمق شیافزا شاره یان  مختلف، یاهیگ یهازبانیم نیب از.  (Sheen 1983)کرد ا

در  ،یکیژنت یکاردساات سااهولت لیدل به و بوده بینوترک یهانیپروتئ دیتول یبرا زبانیم عنوان به سااابقه نیشااتریب یدارا توتون

 هکتار هر در تن 100 از شتریب 4زیست توده بازده دیتول امکان و زبانیم نیا در دیتول  هت لازم یابزارهادسترس بودن اطلاعات و 

 Fischer)باشاادیم یصاانعت اسیمق در بینوترک نیپروتئ دیتول یبرا زبانیم کی عنوان به انتخاب یبرا ییبالا یهاتی ذاب یدارا

et al. 2004; Twyman et al. 2003; Gleba et al. 2005) .به هنوز بینوترک نیپروتئ کم انیساااطح ب گریطرف د از 

 یهاناقل از اسااتفاده حاضاار حال در. باشاادمی توتون در بینوترک یهانیپروتئ یتجار دیتول کننده محدود عامل نیمهمتر عنوان

                                                      
1 Pichia pastoris 
2 Escherichia coli 
3 DNA 
4 Biomass 



 (1401 ستانتاب، 2، شماره 14مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

50 

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

 

 

 

 قرار استفاده مورد دیتول زمان کاهش و نیپروتئ انیب سطح شیافزا یبرا موثر روش کی عنوان به موقت انیب و یاهیگ یهاروسیو

 مدت در اهیگ در نظر مورد نیپروتئ یبالا بیان ی،اهیگ یهاروسیو از اسااتفاده به یمتک یهاسااتمیساا یایمزا نیمهمتر از. ردیگیم

شدیم روز 10 از کمتر زمان  ،یاهیگ یهاروسیو نیب از.  (Doran 2006; Giritch et al. 2006; Nausch et al. 2012)با

 گرفته قرار استفاده مورد بینوترک یهانیپروتئ از یاهدگستر فیط دیتول یبرا یو موثر به صورت گسترده 5تنباکو کیموزائ روسیو

ست ستفاده از ناقل  اهیدر گ نیموزیپروک نیپروتئ دیامکان تول یبررس قیتحق نیاز ا هدف. (Schneider et al. 2015)ا توتون با ا

 .بودشده  دیتول نیپروتئ اتیخصوص یو بررس یروسیو

 

 هامواد و روش

شت طیشرا شد اتاق در توتون یبذرها: توتون اهیگ ک س در ه 24 ± 1 ثابت یدما با ر سب رطوبت وس،یسل  و%  60 ین

 6آگرواینفیلتراسیون یبرا هفته 6 سن با یهااهچهیگدر خاک مناسب رشد داده شدند.  یکیساعت تار 8و  ییروشنا ساعت16 طیشرا

 مورد استفاده قرار گرفتند.

سانه سی محل قرارگیری نیموزیکپرو یسازهم سلولی توتون:در اندامک بینوترک نیپروتئ و برر  های 

و  افتیدر  NCBIداده گاهیاز پا AY389343.1 یشااماره دسااترساا با قیتحق نیمورد اسااتفاده در ا یبز نیموزیپروک ژن یتوال

ساس تر  سمسپس  و دیگرد یسازنهیبهتوتون  یکدون حیبرا شکل  pBI121 یاهیگ دیدرون پلا (1-a )منظور به. دیگرد افتیدر 

 یبا اساااتفاده از آغازگرها نیموزیپروک یتوتون توال اهیگ سااالول یهااندامکدر  نیموزیپروک و نیموزیک یریگ قرار محل مطالعه

ستفاده از  ریشده تکث یطراح سپس با ا ش یهامیآنزو  ست ژن پروتئ در BamHI/XbaI یبر سبز نیبالا د سنت  مونومریک  7فلور

 نیو بالادست پروتئ لازیآلفا آم یترشح گنالیدست س نییدر پا نیموزیژن ک نی. همچندیگرد یسازهمسانه 8پروتئین قرمز فلورسنت

 GFPchymosinα20p و GFPprochymosin20p  ،mRFPprochymosin31p یهاناقلو  دیگرد یسازهمسانه فلورسنت سبز

 α5DH سویه اشرشیا کلی ی باکتر به 9شوک الکتریکی روش از استفاده با شده کلون یژن یهاسازه(. d-b -1)شکل  دیگرد هیته

شده و  انتقال ستفاده با مثبت یهایکلنداده  شدند یابییتوالو  مرازیپل یارهیزنج واکنش روش و یاختصاص یآغازگرها از ا و  تائید 

                                                      
5 Tobacco Mosaic Virus (TMV) 
6 Agroinfiltration 
7 Green Fluorescent Protein (GFP) 
8 Monomeric Red Fluorescent Protein (mRFP) 
9 Electroporation 
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سم ستخراج و به باکتر دیتائ دیسپس پلا ش تومه آگروباکتریوم یشده ا شد. ژن ک 3101GV هیسو 10نسیفا و  نیموزیانتقال داده 

سیون به روش ب نیموزیپروک ستفاده از روش آگرواینفیلترا ستفاده از باکتر یاهفته 6سن  باتوتون  اهیگ برگموقت در  انیبا ا  یبا ا

سم یآگروباکتریوم حاو شده  یهادیپلا  یباکتر نی. علاوه بر اشد انیب GFPchymosinα20pو  GFPprochymosin20pکلون 

در غلظت  یموزینو پروک کیموزین هایسازه با همزمان صورت به mRFP-TSAAAC-GnTI31p یسازه ژن یآگروباکتریوم حاو

0.05=600OD  گرفت قرار استفاده مورد آندوپلاسمی شبکه در گرفتن قرار نشانگر عنوان به و شد تزریق توتون گیاه هایبرگدر.  

 

 

در  های بیانی گیاهی و ویروسی به منظور بیان موقتسازی شده در ناقلهای همسانهسازه شماتیک. 1 شکل

 گیاه توتون
Figure 1. Shematic structure of cloned binary and viral vectors to transient expresse in 

tobacco 

 

سانه سیو ناقل در نیموزیک یسازهم و   TMVprochymosin یسازه ژن هیمنظور ته بهتوتون:  کیموزائ یرو

KDELTMVprochymosin 1 یبا استفاده از آغازگرها به ترتیب نیموزیژن پروکR/2F 2 وR/2F  (1  دول )همچنین و تکثیر 

آغازگرهای  از اسااتفاده با ترتیببه  کیموزین ژن توالی hyFCchymosinαTMV و chymosinαTMV ژنی سااازه تهیه برای

F1/R1  وF1/R4 محصااولات سااپس و شااده تکثیر PCR آنزیم از اسااتفاده با سااازیخالص از پس BsaI درون و شااده بریده 

ستفاده با شده خطی هایناقل سپس پلاسمدیگرد سازیهمسانه BsaI آنزیم از ا ش  رایپذ یهاسلول درون بینوترک یدهای.  شر  ایا

 تائید  هت وانتقال داده شد  ونیبا استفاده از روش الکتروپوراس GV3101سویه  نسیفاشتومه آگروباکتریومو  DH5α هیسو یکل

                                                      
10 Agrobacterium tumefaciens 
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ستفاده و مرازپلی ایزنجیره آزمون روش از صی آغازگرهای از ا صا شد یهایکلن یرو اخت  کیوتیب یآنت یحاو طیمح یرو بر کرده ر

 . گردید استفاده یابیتوالی روش و
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 هاآن از یک هر در شده طراحی برش جایگاه و استفاده مورد آغازگرهای توالی .1 جدول
Table 1. Sequence of primers used in this study 

 آغازگر
Primer 

 جایگاه برش
Restriction Site 

 توالی آغازگر
Primer Sequence 

 F1آغازگر رفت 

Sense Primer F1 

BsaI CGCGGTCTCAAGGTGGAGAAGTGGCTAGT

GTGC 

 F2آغازگر رفت 

Sense Primer F2 

BsaI, XbaI CGCTCTAGATGGTCTCAAGGTATGGCGGC

GGAAATTACAAGAATACC 

 F3آغازگر رفت 

Sense Primer F3 

- GGCTTCCGAATATTCTGTCCCAGTG 

 R1 یرگشتآغازگر 

Antisense Primer R1 

BsaI, BamHI GTCGACGGTCTCAAAGCTTACTTTTCGAAC

TGCGGATGGCTCCAGGATCCGATTGCTTT

GGCAAGACCTAC 

 R2 یرگشتآغازگر 

Antisense Primer R2 

BsaI GTCGACGGTCTCAAAGCTTACTTTTCGAAC

TGCGGATGGCTCCATAACTCATCCTTGATT

GC 

 R3 یرگشتآغازگر 

Antisense Primer R3 

- CTGAAGGGTTACGGGTACCCAGTGAAGG 

 R4 یرگشتآغازگر 

Antisense Primer R4 

BsaI GCGGGTCTCATCCTTTAGATTGCTTTGGCA

AGACCTAC 

 

ستفاده با انیب یبررس و موقت انیب  نیموزیپروک و نیموزیک ژن موقت انیب منظور به: نگیبلات وسترن روش از ا

شتومه آگروباکتریوم یهایباکتر از سم یحاو نسیفا شبانه ته ،شده بودند دیمختلف که در مرحله قبل تائ یهاسازه دیپلا شت   هیک

سپس  سانتر یباکتر یهاسلولشده و  ستفاده از  شده و درون  طیاز مح قهیدق 5و زمان   g ×5000 شرایطدر  وژیفیبا ا شت  دا  ک

سینفیمحلول بافر ا صورت  میزیمولار منیلیم 10و  6/5برابر  pHبا  MESمولار  یلیم 10 بیترک) 11ونیلترا  کنواختیسولفات( به 

سپس غلظت شده و  س با یهامعلق  سیاگروا یشده و برا هیته 1/0 ینور تهیدان ستفاده قرار گرفت.  ونینفلترا  حیتلق یهابرگمورد ا

ستفاده از ن روز 2-5 از بعد شده سر عیما تروژنیو با ا صورت  در ه  -80 زریدرون فر شاتیو تا زمان انجام آزما شدهمنجمد  عیبه 

 .دیگرد ینگهدارسلسیوس 

 و کل محلول نیپروتئ ک،یآپوپلاساات یفضااا در مو ود یهانیپروتئ: نگیبلاتوستتترن  زیو آنال نیپروتئ استتتارا 

شنا روش مطابق شده حیتلق برگ یهانمونه کل نیپروتئ ستخراج( 2015) همکاران و دریا . (Schneider et al. 2015) دیگرد ا

ستخراج منظور به خلاصه طور به شده با ن یهابرگ از گرم یلیم 200 کل، نیپروتئ و محلول یهانیپروتئ ا  به عیما تروژنیمنجمد 

ست 2 همراه شده  قرار وپیدرون ت لیعدد گلوله کوچک ا ستگاه  وداده  ستفاده از د  ,swing mill  (Retsch , MM2000با ا

                                                      
11  Infiltration buffer 
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Haan, Germany) 400 کل محلول پروتئین اسااتخراج برای سااپس و شااده خرد کاملاً 60 نوسااان دامنه و دقیقه 2 مدت برای 

ستخراج میکرولیتربافر  مولار میلی 40 و تریس مولار میلی ETDA، 45 مولار میلی 1 کلرید، سدیم مولار 5/1)  محلول پروتئین ا

 مولار میلی 5 ساایتریک، اسااید مولار 2/0)  کل پروتئین اسااتخراج بافر میکرولیتر 400 یا و( 4/7 برابر  pHبا اسااید آسااکوربیک

EDTA، 40 سید آسکوربیک مولار میلی  یرو قهیدق 10آنها اضافه شده و به مدت  به(  2/7 برابر  pHبا  X-100تریتون%  1 و ا

ستفاده با سپس و شده ینگهدار خی سیوسدر ه  4 یدر دما قهیدق 10 زمان ،g ×10000) وژیفیسانتر از ا که  یی( محلول روسل

 رسم استاندارد نمودار از استفاده با و برادفورد روش از استفاده با نمونه هر در نیپروتئ غلظت. دیگرد  دا بودمورد نظر  نیپروتئ یحاو

با اسااتفاده از روش  نیموزیو پروک نیموزیک نیپروتئ انیب دیتائ .دیگرد یریگاندازه یگاو ساارم نیآلبوم یهاغلظت براساااس شااده

سترن بلات ستفاده از  نگیو ص یهایبادیآنتو با ا صا ساو نی. بدرفتیانجام پذ یاخت  یهانیپروتئ کیاز هر یمنظور ابتدا غلطت م

انجام  ساعت 1-2زمان  وولت  130 طی% ران شده و الکتروفورز در شرا 12درون ژل  داکننده  آکریلامیدژل  یاستخراج شده بر رو

با استفاده  تروسلولزیانتقال داده شد. سپس ممبران ن تروسلولزیبه ممبران ن آکریلامیدژل  ی دا شده بر رو یهانیپروتئگرفت. سپس 

بافر  سیشده و سپس درون محلول تر تیتثب قهیدق 30به مدت  نیتوئ-بافر سیدرون محلول تر یگاو سرم نی% آلبوم 5از محلول 

 .شد داده قرار ریز طیشرا مطابق هیثانو سپس و هیاول مونوکلونال یبادیآنت یحاو

- anti-GFP :یباد یآنت 1:2000 محلول anti-GFP به عنوان  نیتوئ-بافر سیدر محلول تر رخشکی% ش 5 محلول درون

 anti-mouse-IgG یبادیآنت 1:10000حلول مموش ) IgGبه  شده کانژوگه HRP نیتوسط پروتئ یی( و شناساهیاول یبادیآنت

 (.هیثانو یبادیآنت عنوان به نیتوئ-بافر سیتر محلول در رخشکیش%  5محلول  درون

- anti-mRFP :یباد یآنت 1:2000 محلول anti-mRFP به  نیتوئ-بافر سیدر محلول تر رخشاکی% شا 5 محلول درون

-anti-mouse یبادیآنت 1:10000 محلولموش ) IgGبه  شده کانژوگه HRP نیتوسط پروتئ یی( و شناساهیاول یبادیآنتعنوان 

IgG هیثانو یبادیآنتبه عنوان  نیتوئ-فربا سیدر محلول تر رخشکی% ش 5محلول  درون.) 

- anti-strep یبادیآنت 1:5000: محلول anti-strep ش 5 محلول درون به عنوان  نیتوئ-بافر سیدر محلول تر رخشکی% 

 anti-mouse-IgG یبادیآنت 1:10000موش )محلول  IgGبه  شده کانژوگه HRP نیتوسط پروتئ یی( و شناساهیاول یبادیآنت

 (.هیثانو یبادیآنتبه عنوان  نیتوئ-بافر سیدر محلول تر رخشکی% ش 5 محلول درون

شک تیفعال یبررس شیب اتیلاته و خصوص لیت س منظور به: ییایمیو شک تیفعال یبرر  بینوترک نیپروتئ لخته لیت

 دیپلاسااام یدارا نسیفاشااا تومه آگروباکتریوم یباکتر با شاااده حیتلق اهانیگ از کل محلول نیپروتئ توتون اهیگ در شاااده دیتول

hyFCchymosinαTMV ستخراج سپس پروتئ ا ستفاده از پروتکل پ نیموزیک نیشده و  که  A نیپروتئ نیسازنده رز یشنهادیبا ا
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 تیفعال یریگ. اندازهدیگرد یسازمو ود در بخش محلول خالص یهانیپروتئ ریباشد از سا یم hyFCاتصال به بخش  لیتما یدارا

سب شک ین ستفاده از روش پ لیت  %10 محلول ابتدا منظور نیبد.  (Arima et al. 1967)دیانجام گرد Arima یشنهادیلخته با ا

 زانیم سپس. شد داده قرار سلسیوس در ه 35 یدما در و دیگرد هیته دیکلر میکلس مولار 01/0 محلول در یچرب بدون رخشکیش

در ه سلسیوس به  35 ± 2 یدما در و شده اضافه خشک ریش %10محلولاز  تریل یلیم 5/0خالص شده به  میاز آنز تریکرولیم 50

 . دیمحاسبه گرد ریبا استفاده از فرمول ز نیموزیک تیلخته افزوده شد. فعال نیاول لیمنظور ثبت زمان تشک

tvolumechymo

volumemilk 40

sin
  =یموزینک یتفعال 

 70تا  10مختلف ) یدماهاشااده در  دیتول میتوتون آنز اهیشااده در گ دیتول نیموزیک تیبر فعال pHدما و  منظور مطالعه اثر به

 pHاثر  یبه منظور بررس نیشد. همچن یریگاندازه میمانده آنز یباق تیفعال زانیانکوبه شده و م قهیدق 30( به مدت سلسیوسدر ه 

سپس  1 یبرا 9ا ت 2مختلف از  یها pHمختلف با  یدر بافرها میمحلول آنز ،میآنز تیمختلف بر فعال یها شده و  ساعت افزوده 

 500(، =pH 2-5/3)  تراتیساا میمولار سااد یلیم 500 یمنظور از بافرها نی. بددیگرد یریگاندازه میمانده آنز یباق تیفعال زانیم

 دیاس-سیمولار تر یلیم 500( و محلول =pH 6-5/7)  فسفات میمولار پتاس یلیم 500(، =pH 5/4-5استات ) میسد مولار یلیم

 . دی( استفاده گرد=pH 8-9)  کیدریدروکلریه

ستفاده گردید و تمام آزمایشآماری:  تحلیل و تجزیه ساده ا صادفی  سه تکرار در این تحقیق از طرح آماری کاملا ت ها در 

در ساااطح ( ANOVAو روش تجزیه و تحلیل واریانس ) SAS V. 9.1ها با استفاده از نرم افزار انجام شد. تجزیه و تحلیل داده

مورد  05/0ای دانکن در سطح های چند دامنههای مربوطه با استفاده ار آزمونصورت گرفت و پس ار آنالیز واریانس، میانگین 05/0

 آنالیز قرار گرفتند.

 

 نتایج و بحث

 یتوال یبز نیموزیپروک انیباز  ییبه سطح بالا دنیرس یبرا توتون: اهیدر گ موقت انیب یبرا انیب یهاناقل ساخت

توتون  اهیدر گ بینوترک نیموزیپروک دیتول ی. برادیگرد یساااازنهیتوتون به اهیگ یکدون حیبر اسااااس تر  یبز نیموزیپروک یژن

سانه یژن یساختارها ستفاده از آغازگرها نیموزی. در بخش اول ژن پروکدیگرد یسازمختلف هم ص یبا ا صا و ژن  F2/R1 یاخت

ستفاده از آغازگرها نیموزیک ص یبا ا صا سازه ژن F1/R1 یاخت شکل  pBI121prochymosin یاز  (1-a )تاًینها و شده ریتکث 

فلورسااانت قرمز  نیپروتئ کیمونومر ،)GFPprochymosin20p( سااابز فلورسااانت نیپروتئ بالادسااات در نیموزیپروک قطعه

)mRFPprochymosin31p( س نیدر پائ نیموزیو ژن ک ست  شح گنالید س لازیآلفا آم یتر سبز  نیت پروتئ و و بالاد سنت  فلور
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)GFPchymosinα20p( صورت موفق سانه یاهیدوتایی گ یهادرون ناقل زیآم تیبه  شکل  دیگرد یسازهم (1 ،d-b  علاوه بر .)

(. در قسمت e-h، 1)شکل دیگرد یسازهمسانه TMV یروسیدرون ناقل و نیموزیو پروک نیموزیاز ک یمختلف یژن یهاسازه نیا

ض C یانتها ساختارها یبع شبکه آندوپلاسمی به منظور  لوگ دیتول نیانتقال پروتئ یبرا KDEL یتوال کی یژن یاز   یریشده به 

-strepیشامل توال یدو توال اهیشده در گ دیتول نیپروتئ یسازخالص منظوربه  تاًیقرار داده شد. نها یاهیگ یپروتئازها یاز اثرات منف

II-tag  یو توال hyFC سمت پائ شد. نها نیدر ق ست ژن مورد نظر قرار داده  سازه ژن تاًید ستفاده از ناقل یچهار   یهامختلف با ا

 ،TMVprochymosin، KDELTMVprochymosinکه عبارتند از  دیگرد یساااز همسااانه زیآم تیموفق صااورت به یروساایو

 chymosinαTMV و hyFCchymosinαTMV شمات شه  شکل  یکیو نق ست. تمام h-e، 1آنها در  شده ا ها به سازه یآورده 

 یرشد کرده بر رو یهایکلن دیتائ از پسداده شد و  انتقال DH5α سویه یکلایاشرش رایپذ یهاابتدا به سلول زیآم تیصورت موفق

 انتقال داده شدند.  GV3101 نسیفاش تومه آگروباکتریوم یبه باکتر یابی یو توال کیوتیبیآنت یکشت حاو طیمح

 محل یبررساا منظور به :توتون اهیگ یهاستتلول یهااندامک در بینوترک نیپروتئ یریقرارگ محل یبررستت

فلورسنت  نیشده به پروتئ متصل نیموزیو پروک نیموزیک ،توتون اهیگ یهاسلول یهااندامک در نیموزیپروک و نیموزیک یریقرارگ

در  نیموزیو پروک نیموزیک بینوترک نیپروتئ انی. بدیگرد هیته GFPprochymosin20pو  GFPchymosinα20p یعنیسااابز 

قرار  دیمورد تائ GFP  (anti-GFP)هیعل یبادیبا اسااتفاده از آنت نگیشااده با اسااتفاده از روش وسااترن بلات هیته یژن یهاسااازه

شکل  گرفت (3-a .)نیکننده پروتئ دیتوتون تول اهیبرگ گ یهاسلول GFPchymosin  وGFPprochymosin   در روز دوم پس از

س قیتزر صاو قرار گرفتند. یمورد برر ست ریت شان آمده بد شابه که یاشبکه یرنگ یالگو کی دهنده ن شر م  آندوپلاسمی شبکه ق

 ریهمزمان تصاو ی. مطالعه بررسردیگیم قرار آندوپلاسمی شبکه در شده دیتول نیپروتئ دهدیم نشان ریتصاو نیا که بود، باشدیم

 نشااانگر عنوان به mRFPCAAATS-GnTI نیو پروتئ GFPprochymosinو  GFPchymosin یریبدساات آمده از محل قرارگ

 شاابکه در توتون گیاه در شااده تولید نظر مورد پروتئین از بخشاای حداقل که کرد تائید آندوپلاساامی شاابکه در پروتئین قرارگیری

 (. 2شکل) گیردمی قرار آندوپلاسمی

قت انیب ها در :توتون اهیگ یهابرگ در نیموزیک و نیموزیپروک مو تایی یمورد وکتور  و نیموزیک انیب ،دو

ستفاده با نیموزیپروک سترن روش از ا شده از ما یهانیپروتئ یرو بر نگیبلات و ستخراج  محلول کل و  نیپروتئ ک،یآپوپلاست عاتیا

س اهیآگروباکتریوم به برگ گ یسلول باکتر قیروز پس از تزر 3و  2کل پس از  نیپروتئ سترن  جیقرار گرفت. نتا یتوتون مورد برر و

مورد انتظار  یباند با وزن مولکول کیکل استخراج شده  نینشان داد که فقط در پروتئ mRFPو  GFP یبادیهر دو آنت هیبلات عل

 نیموزیپروک یبرابر وزن مولکول بی( که به ترتa-b، 3)شاااکل  دیگرد مشااااهده قیدر روز دوم پس از تزر prochymosin یبرا
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(40 kDa)  به اضاااافهGFP و  لودالتونیک 26 یبا وزن مولکولmRFP یدر ساااازه ژن بیبه ترت لودالتونیک 25 یبا وزن مولکول 

GFPprochymosin20p  وmRFPprochymosin31p .بود 

 

صاویر  .2 شکل سنت از پروتئ ت صل یموزینو پروک کیموزین ینفلور  یانفلورسنت بسبز  ینشده به پروتئ مت

 توتون  یاهشده در برگ گ

Figure 2. Fluorescence imaging of chymosin and prochymosin. Subcellular localization of 

the recombinant enzymes was determined by live-cell imaging of N. benthamiana leaf 

epidermal cells expressing p20αchymosinGFP and p20prochymosinGFP.  

 

 کل یهانیپروتئ از شااده ظیغل برابر 10 یهانمونه و یاصاال یهانمونه یرو بر لخته لیتشااک تیفعال یریگاندازه حال هر به

شان شان ،باند دهنده ن شک تیفعال چیه هانمونه نیا که داد ن شتند و از  یالخته لیت سوم  یهانمونه در باندها نیا رفتن نیبندا روز 

 یبر رو تشکیل ساختار سوم نامناسب اینامناسب  راتییدر تغ یلخته نشان از مشکلات احتمال لیتشک تیو عدم فعال قیپس از تزر

ش ای نیموزیپروک نیکل پروتئ شد.یاز آن م یبخ سترن بلات جینتادر مورد  با ست آمده از و ست آمده از  یهانمونه یرو بر نگیبد بد
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کل  نیمحلول کل و پروتئ نیپروتئ یداد هر دو نشانبدست آمده  جینتا  GFPchymosinα20p یشده با سازه ژن قیتزر یهابرگ

 از پس دوم روز در GFPشااده با  متصاال نیموزیک یکه برابر با وزن مولکول لودالتونیک 63 ی حدودباند با وزن مولکول کی یدارا

 یهابرگ از شده استخراج یهانیپروتئ یلخته بر رو لیتشک تی(. انجام تست فعال4)شکل  باشدیمتوتون  اهیگ یهابرگ به قیتزر

 باشدمی لخته تشکیل فعالیت دارای شده استخراج محلول پروتئین که داد نشان GFPchymosinα20pشده با  قیتوتون تزر اهیگ

  .بود کم بسیار لخته تشکیل فعالیت میزان اگرچه کرده، لخته به تبدیل را شیر هایپروتئین کمی بسیار میزان به تواندمی و

 

 کل محلول نیپروتئ ،یسلول نیب یفضا از شده استارا  یهانیپروتئ یرو بر نگیبلات وسترن زیآنال .3 شکل

و  GFPprochymosin20pیهاناقل یحاو یباکتر با شتتده قیتزر توتون اهیگ برگ یهانمونه کل نیپروتئ و

 mRFPprochymosin31p  یقروز بعد از تزر 3و  2پس از 

Figure 3. Secreted proteins (AF), total soluble protein (TSP) and total protein (TP) extracts 

from N. benthamiana leaves expressing prochymosinGFP and prochymosinmRFP were 

analysed by immunoblotting at 2 and 3 days post-infiltration (dpi) 

 

 به یروسااایو یهاناقل حامل آگروباکتریوم یباکتر قیتزر از پس روز چهار ،یروسااایو یژن یهاساااازه مورد در گرید طرف از

شاهده هابرگ شدن نکروزه علائم شده قیتزر یهابرگ در توتون، اهیگ یهابرگ  توتون یهابرگ ق،یروز پس از تزر 7و  دیگرد م

 شده قیتزر یهابرگ ای نشده قیتزر یهابرگ که یحال در ،دندیگرد خشک اهیگ یهابرگ و شده نکروزه کاملاً قیتزر یهامحل در

سم یحاو آگروباکتریوم ای یخال آگروباکتریوم یهاسلول با شانه چیه و بوده سالم کاملاً ییدوتا یهادیپلا شدن در  یان از نکروزه 
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شاهده نگردآن شکل  دیها م شاهدات مطابق با نتا نی(. ا5) سط محقق جیم شدن را  زیکه آنها ن گرید نیبدست آمده تو و ود نکروزه 

 رشاااد هورمون موقت انیب در اهیگ یهارفتن کامل برگ نیکه منجر به از ب TMV هیبر پا یهاموقت با اساااتفاده از ناقل انیدر ب

یتژن  ی، آنت (Gils et al. 2005) یانسااااان پات  یهایبادی، آنت (Huang et al. 2006; Huang et al. 2008)ه

س و  IgG  (Giritch et al. 2006)مونوکلونال  Dorokhov et al. 2007; Matoba) دیگر بینوترک یهانیپروتئ از یاریب

et al. 2010; Pinkhasov et al. 2011)  گزارش کردند باشدیم. 

 
ست  لازیآلفا آم یترشتح گنالیدستت ست نیکلون شتده در پائ نیموزیک نیپروتئ انیب  .4 شتکل جو و بالاد

سبز در پروتئ نیپروتئ سنت  شده از برگ گ نیمحلول و پروتئ نیفلور ستارا   روز  2توتون پس از  اهیکل ا

 GFPchymosinα 20pناقل  یآگروباکتریوم حاو یباکتر قیتزر

Figure 1. Total soluble protein (TSP) and total protein (TP) extracts from N. benthamiana 

leaves expressing αchymosinGFP were analysed by immunoblotting at 2 day post-infiltration 

(dpi)  

 

سترن بلات زیآنال سترپ یآنت نگیو شده از ما یهانیپروتئ یرو برا ستخراج   نیپروتئ و کل محلول نیپروتئ ک،یآپوپلاست عاتیا

ستخراج کل شآگروباکتریوم تومه یباکتر با شده قیتزر توتون اهیگ یهابرگ از شده ا سیو یهاناقل یحاو نسیفا شکل  یرو  6در 

ست. در مورد نمونه شده ا شده از  نیپروتئ یهاآورده  ستخراج  ست عاتیماا توتون  اهیگ یهابرگ از کل محلول نیپروتئ و کیآپوپلا

باکتر قیتزر فاده از  با اسااات باکتریوم یشااااده  مه آگرو قل و یحاو نسیفاشاااتو و  TMVprochymosin یروساااینا

KDELTMVprochymosin اهیمحلول کل اسااتخراج شااده از برگ گ نیدر نمونه پروتئ یول دیمشاااهده نگرد یگونه باند چیه 
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ستفاده از باکتر قیتوتون تزر شتومه آگروباکتریوم یشده با ا سیناقل و یحاو نسیفا سوم پس از  در chymosinαTMV یرو روز 

با بخش  اهیمشااکل گ یاحتمال دهیروشاان کننده ا جینتا نیکه ا دیمشاااهده گرد نیموزیمشااابه با ک یباند با وزن مولکول کی قیتزر

شدیم پروبخش  یعنی نیموزیپروک نیپروتئ ییابتدا سیو یهادوتایی و هم در مورد ناقل یهاکه هم در مورد ناقل یبه طور ،با  یرو

لخته در  لیتشاااک تیباند بدون هر گونه فعال کیفقط  گرددیم قیتزر اهیبه گ پروکیموزین نیکه پروتئ یکه زمان دیمشااااهده گرد

شاهده یپروتئ شده م ستخراج  باند با  زینکل محلول  نیدر پروتئ دیگرد قیتزر اهیبه گ کیموزین نیکه پروتئ یزمان یول دیگردن کل ا

 دهیپد جادیاعامل  کننده برطرف رییتغ نیا اگرچه. دیگردمشااااهده  نیموزیک یمورد انتظار برا یبرابر وزن مولکول یوزن مولکول

 شدن نکروزه توتون اهیگ یهابرگ به آگروباکتریوم یباکتر قیتزر از پس چهارم روز از و دینگرد توتون اهیگ یهابرگ شدن نکروزه

 .رفتند نیب از کاملاً کل محلول نیپروتئ و کل نیپروتئ در شده مشاهده یباندها و شده آغاز هابرگ

 گزارش نیمحقق از یاریبس که همانطور :توتون اهیگ یهابرگ در شده انیب نیموزیک نیپروتئ یساز خالص

 استفاده مورد نگیبلات یهاروش هیپا بر یهاییشناسا ای یسازخالص یبرا عمدتاً که کوتاه یهایتوال یریقرارگ محل و نوع اند،کرده

 یسازبه منظور خالص strep II-tag یاز توال قیتحق نیباشد. در ایاثر گذار م بینوترک یهانیپروتئ انیب زانیم بر رندیگیم قرار

 یسازبدست آمده از خالص جی. نتادیاستفاده گرد strep هیعل یاختصاص یهایبادیبا استفاده از آنت ییشده و شناسا دیتول نیپروتئ

 یروسیناقل و یآگروباکتریوم حاو یشده با استفاده از باکتر قیتوتون تزر اهیگ یهااستخراج شده از برگ نیموزیک نیپروتئ

TMVαchymosin 6شکل  در، b .یکه توال دهدیبدست آمده نشان م جینتا نشان داده شده است strep  متاسفانه نتوانسته

 نیموزیک نیپروتئ یسازخالص یبرا FC (hyFC) دیبریه یاز توال نی. بنابراکند ی داساز هانیپروتئ ریرا از سا نیموزیک نیپروتئ

در ناقل  FC دیبریه ی و و بالادست توال لازیآلفا آم یترشح گنالیدست س نیدر پائ نیموزیک یمنظور توال نی. بددیاستفاده گرد

بدست  جیانتقال داده شد. نتا نسیفاشتومه آگروباکتریوم یبه باکتر زیآمتیو به صورت موفق دیگرد یهمسانه ساز TMV یروسیو

از  یکمتر یهانشانه  hyFCchymosinαTMV یروسیناقل و یآگروباکتریوم حاو یشده با استفاده از باکتر قیتزر اهانیآمده از گ

-SDS جی(. نتاf-5)شکل  دیروز مشاهده گرد 5پس از  هابرگ شدن نکروزه یهانشانه نیاول و دادند نشان را هابرگ شدن نکروزه

PAGE نیموزیدالتون و ک لویک 36 ی حدودبا وزن مولکول نیموزیخالص شده نشان داد که در ژل فقط دو باند مربوط به ک نیپروتئ 

و  IgG یبادیآنت هیعل نگیبلات وسترن جینتا (.7ل )شک و ود داشتدالتون  لویک 66 یبا وزن مولکول FCشده به بخش  متصل

 باشدیم بیشتر یقبل یژن یهاسازه با سهیمقا در نیموزیک نیپروتئ انیب سطح که داد نشان لخته لیتشک ینسب تیفعال یریگاندازه

مشکل  نیا یکیژنت یهاسازه در یراتییغبا ایجاد ت اگرچه و دینگرد مشخص توتون اهیگی هابروز نکروزه برگ لی(. متاسفانه دل7)شکل

 آگروباکتریوم یتوتون با استفاده از باکتر اهیگ یهابرگ در نیموزیپروک انیب نیبنابرا. دینگرد کامل آن حل باعث یول کمتر شد
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 نکروزه دهیپد بروز از پس و دیگرد یبررس قیتزر از پس پنجم روز تا hyFCchymosinαTMV یروسیناقل و یحاو نسیفاشتومه

 .کرد دایپ کاهش چشمگیری طور به انیب سطح هابرگ شدن

 
ستفاده از باکتر قیتوتون تزر اهیگ یهابرگ شدن خشک و نکروزه. 5شکل سیناقل و یحاو یشده با ا  یرو

 chymosinαTMV شده با حرف  یها)برگ شاص  شاص  یها)برگ KDELTMVprochymosin ( و aم م

ها در نکروزه شتتدن برگ ستتهی. مقاقیتا روز هفتم پس از تزر قیاز روز ستتوم پس از تزر (bشتتده با حرف 

باکتریوم یباکتر با شتتتده قیتزر توتون اهیگ یهابرگ مه آگرو قل یحاو نسیفاشتتتو  یروستتیو نا
hyFCchymosinαTMV با حرف  یها)برگ  یها)برگ KDELTMVprochymosin و  (cمشتتاص شتتتده 

 . قی( در روز پنجم پس از تزرdمشاص شده با حرف 

Figure 5. Necrosis in the Nicotiana benthamiana leaves infiltrated by (a) TMVαchymosin 

and (b) TMVprochymosinKDEL from 3 dpi to 7dpi. Nicotiana benthamiana leaves infiltrated 

by (c) TMVαchymosinhyFC and (d) TMVprochymosinKDEL after 5 dpi 
 

سب تیفعال یریگاندازه س و نیموزیک ین شیب اتیخصوص یبرر شک تیفعال: ییایمیو  نیموزیک نیپروتئ لخته لیت

ستفاده از باکتر قیتوتون تزر اهیگ یهابرگ از شده خالص نیپروتئ یرو بر فقط شتومه آگروباکتریوم یشده با ا ناقل  یحاو نسیفا

تا روز هفتم  قیشااده از روز دوم پس از تزر قیتزر اهانیمنظور از گ نی. بددیگرد یریگاندازه hyFCchymosinαTMV یروساایو

که  یبه صورت افتی شیافزا قیاز روز دوم تا روز پنجم پس از تزر یجیلخته به صورت تدر لیتشک ینسب تی. فعالدیگرد یریگنمونه

 دایپ کاهش شادت بهفعالیت نسابی کیموزین  هابرگ شادن نکروزه دهیپد بروزه با آن از پس و دیرسا U/g  8/16به  U/g  3/3از

 از مختلف یدماها در شده خالص نیپروتئ توتون اهیگ در شده دیتول بینوترک نیپروتئ ییایمیوشیب اتیخصوص یبررس منظور به. کرد

 کاهش دما شیافزا با نیموزیک لخته لیتشااک ینسااب تیفعال. دیگرد یگذار گرمخانه قهیدق 30 مدت به ساالساایوس در ه 70 تا 10
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لخته  لیتشک تیفعالسلسیوس در ه  70 یو در دما آمد بدست سلسیوس در ه 30 یدما در تیفعال نیشتریب که یاگونه به افتهی

 (. 2) دول  رفت نیاز ب یبه صورت کل

 

سترن نتایج( a) .6 شکل شده با  قیتوتون تزر اهیگ یهابرگ در نیموزیپروک و نیموزیک نیپروتئ نگیبلات و

باکتریوم تومه یباکتر قل و یحاو نسیفاشتتآگرو  و prochymosinTMV، chymosinαTMV یروستتینا
KDELprochymosinTMV .اهینشتتده گ قیتزر یهامحلول کل استتتارا  شتتده از برگ نی: پروتئ1 چاهک 

شتتده با  قیاستتتارا  شتتده از برگ تزر و پروتئین کل محلول کل نیپروتئبه ترتیب : 3و  2 چاهکتوتون، 

ضا نیپروتئ به ترتیب 6و  5، 4 چاهک ، TMVprochymosin سازه یحاو یباکتر ی، پروتئین سلول نیب یف

 ، TMVαchymosin ستازه یحاو یشتده با باکتر قیاستتارا  شتده از برگ تزر محلول کل و پروتئین کل

ضا نیپروتئ به ترتیب 9و  8، 7 چاهک ستارا  ی، پروتئین محلول کل و پروتئین کلسلول نیب یف  از شده ا

 ن،یموزی( پروکB) سکو،یروب نیپروتئKDELTMVprochymosin، (A )سازه یحاو یباکتر با شده قیتزر برگ

(C) نیموزیک .(b) 5و  3ران شتتده در ستتتون  یهانمونه از نیموزیک و نیموزیپروک نیپروتئ یستتازخالص .

شده،  نیموزی: نمونه پروک10 چاهک ستارا  کل نیپروتئ: 11 چاهکخالص   با شده قیتزر برگ از شده ا

 قیتزر برگ از شتتده استتتارا  کل محلول نیپروتئ: 12 چاهک ، TMVprochymosinستتازه یحاو یباکتر

 شده قیتزر برگ از شده خالص کیموزین نمونه: 13 چاهک ، chymosinαTMV سازه یحاو یباکتر با شده

  chymosinαTMV سازه یحاو یباکتر با
Figure 6. (a) Immunoblot analysis of prochymosin and chymosin in Secreted proteins (AF), 

total soluble protein (TSP) and total protein (TP) extracts from N. benthamiana leaves at 3 

days post-infiltration (dpi) using antibodies against the strep II tag. Lane 1: TSP extracted 

from non-infiltrated N. benthamiana leaves served as negative control; M: protein marker; 

Lane 2 and 3 TSP and TP extracted from infiltrated N. benthamiana leaves by 

TMVprochymosin respectively; Lane 4, 5 and 6 shows IF, TSP and TP extracted from 

infiltrated N. benthamiana leaves by TMVαchymosin respectively; Lane 7, 8 and 9 shows 

IF, TSP and TP extracted from infiltrated N. benthamiana leaves by TMVprochymosinKDEL 

respectively. (A) Rubisco (B) prochymosin (C) chymosin. (b) Purification of prochymosin 

and chymosin from lane 3 and 5. Lane 10: purified prochymosin; lane 11: TP extracted 

from infiltrated N. benthamiana leaves by TMVprochymosin; lane 12: TSP extracted from 

infiltrated N. benthamiana leaves by TMVαchymosin; lane 13: purified chymosin from 

infiltrated N. benthamiana leaves by TMVαchymosin 
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س (a) .7 شکل صل نیموزیک نیپروتئ انیب یبرر ( و 1 )چاهک محلول کل نیدر پروتئ FC دیبریشده به ه مت

 یروستتیناقل و یحاو یشتتده با باکتر قیتوتون تزر اهی( استتتارا  شتتده از برگ گ2کل )چاهک  نیپروتئ

hyFCchymosinαTMV نیمونوگلوبولیا هیعل یبادیبا استفاده از آنت G .)b(  استفاده با نیموزیک یسازخالص 

رگ بمحلول کل استارا  شده از  نیاز پروتئ FC دیبریاتصال به باش ه لیتما یکه دارا A نیپروتئ نیرز از

  قیدر روز پنجم پس از تزر hyFCchymosinαTMV یروسیناقل و یحاو یشده با باکتر قیتوتون تزر اهیگ

Figure 7. (a) Monitoring expression of chymosinFC in total soluble protein (TSP) and total 

protein (TP) extracts from N. benthamiana leaves at 5 days post-infiltration (dpi) using 

antibodies against IgG.M: Protein marker; Lane 1: TSP extracted from infiltrated N. 

benthamiana leaves by TMVαchymosinhyFC; Lane 2: TP extracted from infiltrated N. 

benthamiana leaves by TMVαchymosinhyFC. (b) Coomassie staining of chymosinhyFC purified 

by protein A immunoaffinity out of total soluble proteins at 5-days post infiltration  

 تاثیر دماهای ماتلف بر فعالیت تشکیل لاته کیموزین تولید شده در برگ گیاه توتون .2جدول 

Table 2. Effect of different temperatures on milk clotting activity of expressed chymosin in 

tobacco 

 Temperature (°C)            (لسیوسدما )در ه س 

10 20 30 40 50 60 70 

فعالیت باقی 

 مانده
Residual 

activity 

44.0±4.5D 57.7±2.5C 96.0±2.0A 88.0±3.0B 52.0±4.0CD 16.0±4.0E nd 
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و  6برابر  pHلخته در  لیتشک تیفعال نیشتریشده ب سازیخالص نیموزیک تیمختلف بر فعال یهاpH ریدر مورد تاث نیهمچن

 . (3) دول  رفت نیاز ب لخته کاملاً لیتشک تیفعال 8برابر  pHو در  افتهیلخته کاهش  لیتشک تیفعال pH شیبا افزا

 

 ماتلف بر فعالیت تشکیل لاته کیموزین تولید شده در برگ گیاه توتون شرایط اسیدیتاثیر  .3جدول 

Table 3. Effect of different acidic conditions on milk clotting activity of expressed chymosin 

in tobacco 

 pH 

2.5 4.5 6 7 8 9 

 فعالیت باقی مانده
Residual activity nd 28.3±2.9C 83.3±3.0A 44.7±4.1B 2.7±1.1D nd 

 

موقت  انیب یهالیپتانس از استفاده و یروسیو یهاناقل از استفاده با بار نیاول یبرا دیگرد یسع قیتحق نیا در :گیرینتیجه

و  دیگرد یسازمختلف همسانه یکیژنت یهاسازه نیبنابرا. ابدی شیافزا اهیدر گ نیموزیک بینوترک نیپروتئ دیو سرعت تول انیسطح ب

بدست آمده  ینسب تیفعال نیشتریکه ب یقرار گرفت به طور یتوتون مورد بررس اهیدر برگ گ نیموزیک بینوترک نیپروتئ انیب زانیم

 موقت انیب از استفاده با و یروسیو یهاناقل از استفاده باشده  دیتول بینوترک نیپروتئدیگر  ریبود که در برابر مقاد U/g 8/16برابر 

 نیبود که اگرچه در ا اهیگ یهابرگ شدن نکروزه دهیپد بروز قیتحق نیا در شده مشاهده مشکل نیمهمتر. باشدیم یکم مقدار

رسد شد. بنظر مین برطرف کامل طور به دهیپد نیا یول گردد برطرف مشکل نیا یحدود تا مختلف راتییتغ با دیگرد تلاش قیتحق

 . یابد شیافزا بینوترک نیپروتئمقدار بیان  مشکل نیا رفع با

دانیم از تمامی کارشناسان محترم بخش علوم و مهندسی صنایع غذایی دانشگاه شیراز و بر خود لازم می :سپاسگزاری

همچنین پژوهشکده بیوتکنولوژی دانشگاه شیراز، خصوصا سرکار خانم مهندس فرزانه آرام به خاطر تمامی زحماتی که در طی این 

استاد گروه ژنتیک گیاهی دانشگاه  Alexandra Castilhoاز دکتر  پروژه متقبل شدند تشکر و قدردانی به عمل آوریم. همچنین

University of Natural Resources and Life Sciences (BOKU) های ارزشمند و کشور اتریش به خاطر راهنمایی

 آوریم.فراهم آوردن امکانات آزمایشگاهی صمیمانه تشکر و قدردانی به عمل می
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 منابع

 یگاوها یرپوستیز یدر بافت چرب نیژن لپت انیب( 1398و همکاران )مسعود  یفوز یاسد ،محمدرضا یمحمدآباد ،محمدرضا یاحسن

 .135-150(، 1)11. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی Real Time PCRبا استفاده از  نیهلشتا

های مختلف گوسفند کرمانی با استفاده از ( مطالعه بیان ژن لپتین در بافت1397، نظری محمود )، کرد محبوبهمحمدآبادی محمدرضا

Real Time PCR 111-122(، 3) 10. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی . 

References 

Ahsani MR, Mohammadabadi MR, Asadi Fozi M et al. (2019a) Effect of Roasted Soybean and 

Canola Seeds on Peroxisome Proliferator‐Activated Receptors Gamma (PPARG) Gene 

Expression and Cattle Milk Characteristics. Iran J Appl Anim Sci 9, 635-642. 

Ahsani MR, Mohammadabadi MR, Asadi Fozi M et al. (2019b) Leptin gene expression in 

subcutaneous adipose tissue of Holstein dairy cattle using Real Time PCR. Agric 

Biotechnol J 11, 135-150 (In Persian). 

Arima K, Iwasaki S, Tamura G (1967) Milk clotting enzyme from microorganisms: Part I. 

Screening test and the identification of the potent fungus part II. The enzyme production 

and the properties of crude enzyme. Agri Biologic Chem 31, 540-551.  

Cardoza R, Gutiérrez S, Ortega N et al.  (2003) Expression of a synthetic copy of the bovine 

chymosin gene in Aspergillus awamori from constitutive and pH-regulated promoters and 

secretion using two different pre-pro sequences. Biotechnol Bioeng 83, 249-259.  

Conley AJ, Zhu H, Le LC et al.  (2011) Recombinant protein production in a variety of Nicotiana 

hosts: a comparative analysis. Plant Biotechnol J 9, 434-444.  

Doran PM (2006) Foreign protein degradation and instability in plants and plant tissue cultures. 

Trend Biotechnol 24, 426-432.  

Dorokhov YL, Sheveleva AA, Frolova OY, et al. (2007) Superexpression of tuberculosis antigens 

in plant leaves. Tuberculosis 87, 218-224.  

Espinoza-Molina JA, Acosta-Muñiz CH, Sepulveda D et al. (2016) Codon Optimization of the 

“Bos Taurus Chymosin” Gene for the Production of Recombinant Chymosin in Pichia 

pastoris. Mol Biotechnol 58, 657-664.  

Feng Z, Zhang L, Han X,  Zhang Y (2010) Codon optimization of the calf prochymosin gene and 

its expression in Kluyveromyces lactis. World J Microbiol Biotechnol 26, 895-901.  



 (1401 ستانتاب، 2، شماره 14مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

66 

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

 

 

 

Fischer R, Stoger E, Schillberg S et al. (2004) Plant-based production of biopharmaceuticals. Curr 

Opin Plant Biol 7, 152-158.  

Gils M, Kandzia R, Marillonnet S et al. (2005) High‐yield production of authentic human growth 

hormone using a plant virus‐based expression system. Plant Biotecnol J 3, 613-620.  

Giritch A, Marillonnet S, Engler C et al.  (2006) Rapid high-yield expression of full-size IgG 

antibodies in plants coinfected with noncompeting viral vectors. PNAS 103, 14701-14706.  

Gleba Y, Klimyuk V, Marillonnet S (2005) Magnifection—a new platform for expressing 

recombinant vaccines in plants. Vaccine 23, 2042-2048.  

Huang Z, LePore K, Elkin G, et al. (2008) High‐yield rapid production of hepatitis B surface 

antigen in plant leaf by a viral expression system. Plant Biotechnol J 6, 202-209.  

Huang Z, Santi L, LePore, K et al. (2006) Rapid, high-level production of hepatitis B core antigen 

in plant leaf and its immunogenicity in mice. Vaccine 24, 2506-2513.  

Jiang X, Yin M, Chen P, Yang Q (2012) Constitutive expression, purification and characterization 

of bovine prochymosin in Pichia pastoris GS115. World J Microbiol Biotechnol 28, 2087-

2093.  

Kawaguchi Y, Kosugi S, Sasaki K et al. (1987) Production of chymosin in Escherichia coli cells 

and its enzymatic properties. Agri Biologic Chem 51, 1871-1877.  

Kumar A, Grover S, Sharma J, Batish V (2010) Chymosin and other milk coagulants: sources and 

biotechnological interventions. Crit Rev Biotechnol 30, 243-258.  

Liu WG, Wang YP, Zhang ZJ et al. (2017) Generation and characterization of caprine chymosin 

in corn seed. Protein Expr Purif 135, 78-82.   

Ma T, Li ZY,  Wang S (2019) Production of Bioactive Recombinant rPA (Reteplase) by Virus-

based Transient Expression System in Nicotiana benthamiana. Front Plant Sci 10, 1225-

1234. 

Matoba N, Husk AS, Barnett BW, et al. (2010) HIV-1 neutralization profile and plant-based 

recombinant expression of actinohivin, an Env glycan-specific lectin devoid of T-cell 

mitogenic activity. PloS One 5, 11143-1154.  

Menzella HG (2011) Comparison of two codon optimization strategies to enhance recombinant 

protein production in Escherichia coli. Microb Cell Fact 10, 15-24.  

Mohammadabadi MR, Jafari AHD, Bordbar F (2017) Molecular analysis of CIB4 gene and 

protein in Kermani sheep. Brazil J Med Biol Res 50, e6177. 



 1401و همکاران، ضیایی 

67 

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

 

 

 

Mohammadabadi MR, Kord M, Nazari M (2018) Studying expression of leptin gene in different 

tissues of Kermani Sheep using Real Time PCR. Agric Biotechnol J 10, 111-122 (In 

Persian). 

Mohammadabadi MR, Tohidinejad F (2017) Charachteristics determination of Rheb gene and 

protein in Raini Cashmere goat. Iran J Appl Anim Sci 7, 289-295. 

Nausch H, Mikschofsky H, Koslowski R et al. (2012) High-level transient expression of ER-

targeted human interleukin 6 in Nicotiana benthamiana. PloS One 7, 1-16.  

Pinkhasov J, Alvarez ML, Rigano MM et al. (2011) Recombinant plant‐expressed tumour‐

associated MUC1 peptide is immunogenic and capable of breaking tolerance in MUC1. Tg 

mice. Plant Biotechnol J 9, 991-1001.  

Schneider J, Castilho A, Pabst M et al. (2015) Characterization of plants expressing the human 

β1, 4-galactosyltrasferase gene. Plant Physiol Biochem 92, 39-47.  

Sheen S (1983) Biomass and chemical composition of tobacco plants under high density growth. 

Beiträge zur Tabakforschung International/Contributions to Tobacco Research 12, 35-42.  

Tohidi nezhad F, Mohammadabadi MR, Esmailizadeh AK, Najmi Noori A (2015) Comparison 

of different levels of Rheb gene expression in different tissues of Raini Cashmir goat. Agric 

Biotechnol J 6, 35-50 (In Persian). 

Tusé D, Tu T, McDonald KA (2014) Manufacturing economics of plant-made biologics: case 

studies in therapeutic and industrial enzymes. BioMed Res Int 2014, 1-16.  

Twyman RM, Stoger E, Schillberg S et al.  (2003) Molecular farming in plants: host systems and 

expression technology. Trend Biotechnol 21, 570-578.  

Tyagi A, Kumar A, Mohanty AK et al. (2017) Expression of buffalo chymosin in Pichia pastoris 

for application in mozzarella cheese. LWT 84, 733-739.  

Ward M, Wilson LJ, Kodama KH et al. (1990) Improved production of chymosin in Aspergillus 

by expression as a glucoamylase-chymosin fusion. Biotechnol 8, 435-440.  

Wei ZY, Zhang YY, Wang YP et al. (2016) Production of bioactive recombinant bovine chymosin 

in tobacco plants. Int J Mol Sci 17, 624-632.  

Zhang W, Song X, He X, Gan B (2011) Optimization of culture media of Bacillus licheniformis 

with high yield of chymosin. China Brew 2, 24-32.  

 


