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Abstract 

Transient gene expression experiments are especially useful to confirm the efficiency of 

promoters used for expression of foreign molecule in plants. In this study, the expression of 

the hepatitis B surface antigene (HBsAg) under the control of the CaMV35S and fruit tissue-

specific (E8 and 2A11) promoters were studied in the leaf tissues of tobacco and tomato plants 

and tomato fruits using agroinfilteration technique. The results showed that fruit-specific 

promoters as the constutative CaMv35S promoter cause over-expression of the antigen in 

tomato plant fruits. However, HBsAg antigen was expressed in the leaf tissues, but its rate 

was lower than the fruits. Ethylene produced by the wounded leaf parts may induce fruit-

specific promoter, which in turn is related antigen expression. The results show that the 

tomato fruit specific promoters (E8 and 2A11) can be used as for efficient expression of 

HBsAg antigen in transgenic tomato plants. 
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 ژن آنتي موقت بيان با( CaMV35s, E8, 2A11) مختلف پيشبرهاي كارايي ارزيابي

 فرنگي گوجه گياه در( HBsAgب ) هپاتيت سطحي

 
 1 صفرنژاد محمدرضا ،2 كيا آرش آرش ،1 احمدي ناهيد ،*1 رهنما حسن

 يرانا کرج، ی،کشاورز يجآموزش و ترو يقات،، سازمان تحقيرانا یکشاورز يوتکنولوژیب ةپژوهشکد 1

 يرانتهران، ا ي،شناس يروسبخش و يران،پاستور ا يتوانس 2

 
 چکيده

حاضر،  پژوهش در. است گياهان در هدف ژن بيان در پيشبرها کارايي تاييد برای موثر های روش از يکي موقت، بيان

صي بافتت  و همچنين پيشبرهای اختصا CaMV35Sکنترل پيشبر دايمي  در( HBsAg) ب هپاتيت سطحي ژن آنتي بيان

برگتي گيتاه    هتای  بافتت  در آگرواينفيلتريشتن  روش از منظور بدين. شد بررسي( 2A11و  E8) فرنگي گوجهگياه  ةميو

شد. نتايج حاصل نشان داد که دو پيشتبر اختصاصتي    استفاده فرنگي گوجهگياه  ةو همچنين ميو فرنگي گوجهتوتون و 

. شوند باعث مي فرنگي گوجههای گياه  ژن را در ميوه آنتي زياد بيان ،CaMv35Sهمانند پيشبر قدرتمند و دايمي  ،ميوه

 بتر  اتيلن توليد شايد. بود کمتر ميوه بافت به نسبت آن ميزان شد، بيان هم برگي های بافت در HBsAgژن  اگرچه آنتي

 ستب  را  مربتو   ژن آنتتي  بيتان  خود که شده باعث را ميوه اختصاصي پيشبرهای القای برگي، قطعات شدن زخمي اثر

 تتوان  متي ( 2A11و  E8) فرنگتي  گوجه ميوة اختصاصي پيشبرهای از که دهد مي نشانحاضر  پژوهش نتايج. است شده

 تراريخت استفاده کرد.  فرنگي گوجهگياه  در HBsAgژن  طور موثری برای بيان دايمي آنتي هب

 HbsAg.، هپاتيت ب، فرنگي گوجهبيان موقت، پيشبر اختصاصي،  :يديكل يها واژه

 
 .مقدمه

 ترکيبتات  و هتا  پروتئين توليد برای گياهان از استفاده

 يکتي  بته  گذشته های سال در صنعتي و دارويي ارزشمند

 فنتتاوری زيستتت صتتنعت در اميتتدبخش هتتای فنتتاوری از

 کشتاورزی  بته  کته  فناوری اين. است شده تبديل گياهي

 در زيادی اهميت حاضر حال در است، معروف مولکولي

 نوترکيت   هتای  پتروتئين  جملته  از رکيبتات ت انتوا   توليد

 نخستتتين انستتاني، رشتتد هورمتتون، 1986 ستتال در. دارد

 توتتون  تراريختت  گياهتان  در کته  بتود  دارويتي  پروتئين

 ساير توليد امکان که داد نشان بعدی مطالعات. شد توليد
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 هتا،  واکستن  بادی، آنتي انوا  مانند ارزشمند های پروتئين

 هتای  آنتزيم  و انستاني  رشد ایه کننده تنظيم و ها هورمون

 از برختي  حاضر، حال  در. دارد وجود گياهان در صنعتي

 بتتازار وارد مولکتتولي کشتتاورزی فنتتاوری محصتتو ت

 بتازار  بته  ورود مراحتل  در هتم  ديگتر  بستياری  و اند شده

 .(Glenz and Warzecha, 2006) هستند

 هتتای پتتروتئين بيتتان ميتتزان ستتاندنر بيشتتينه بتته بتترای

 دخالتت  مختلفتي  عوامتل  تراريخت ياهانگ در نوترکي 

 و پايتدار  بيتان  کتدوني،  تترجي   به جمله آن از که دارند

 يتن، ا وجتود  بتا . کنتيم  مي اشاره...  و خارجي ژن کارای

 از ای مجموعتته بتتا ژن بيتتان محتتل و زمتتان چگتتونگي،

 از انتواعي  پيشبرها،. شود مي تنظيم کنترلي های کار و ساز

 دارنتد  ژن بيتان  در مهمتي  نقتش  اصتلي،  تنظيمتي  عوامل

(He et al., 2008). 

 کلتتتم گتتتل موزائيتتتک ويتتتروس عمتتتومي پيشتتتبر

(CaMV35S) هتای  ژن بيان برای قدرتمندی بسيار پيشبر 

 ايتن  يتن، ا وجتود  بتا  است؛ گياهي های سلول در خارجي

 نتتدارد؛ ژن بيتتان در خاصتتي ويژگتتي نتتو  هتتي  پيشتتبر

. شتود  نمتي  انجام ويژه مکان يا زمان در ژن بيان بنابراين،

 تراريختت،  گياهتان  در نوترکيت   هتای  واکسن توليد در

 نتيجته،  در و واکسن زايي ايمني کاهش به ژن اندک بيان

بتدن   ايمونولوژيتک  تحمتل  يتا  حفاظتي سيستم ناکارايي

 هدفمندسازی اصلي مزايای از يکي. شود يم منجرانسان 

 ايتن  گياهتان  هتای  ميتوه  در نوترکيت   هتای  پتروتئين  بيان

 بتدون  تتوان  متي  را گيتاه  ختوراکي  ایهت  بختش  که است

 چنتتين موضتتو ، ايتتن کتترد؛ مصتترف فتتراوری يتتا پختتتن

. در کنتد  متي  مناست   واکستن  توليتد  بترای  را هايي بافت

و  E4، E8، PGماننتد   يمختلفت  يشبرهایپ ي،فرنگ گوجه

2A11 شتده استت.    يهستند شناستاي  يوهم يکه اختصاص

 گييددر رست  يلنتعيتين نقتش اتت    یبرا بيشتر يشبرهاپ ينا

از  يکتتتي E8 يشتتتبر. پانتتتد شتتتده يهتتتا بررستتت  يتتتوهم

 يفرنگ گوجه ياهگ ياختصاص يشبرهایپ ينتر شده شناخته

 يتان ب یبترا  يشتبر پ يتن از ا ،متعتدد  های پژوهشاست. در 

استتفاده شتده    يرنگت ف گوجته  یها يوهژن در م ياختصاص

 ,.Sandhu et al., 2000; Krasnyaski et al)استت 

2001; Mehta et al., 2002; Yakoby et al., 2006; 

(He et al., 2008يشتتبرپ ،محققتتان ي. برختت E11 را 

استتتفاده  يفرنگتت هدفمنتتد ژن در گوجتته  يتتانب نيزبتترای

 . (Yin-Hua et al., 2006) اند کرده

 در عمتومي  توليتد  سيستتم  فرنگتي،  گوجته  هتای  ميوه

 انوا  توليد برای و روند يبه شمار م مولکولي کشاورزی

 دارويتي  هتای  پتروتئين  ستاير  و هتا  واکستن  هتا،  بادی آنتي

 توليتد  زمينته،  ايتن  در گزارش نخستين. شوند مي استفاده

 بتيش  آن بيتان  ميزان که است گياه اين در هاری واکسن

 ,.McGarvey et al) است بوده کل پروتئين درصد 1 از

 فرنگتي  گوجته  در شتده  يتد تول هتای  واکسن ساير. 1995)

( وبتا )واکسن  ب کلراتوکسين واحدهای زير: از عبارتند

(Jani et al., 2002)، ينپتتروتئ F ينستتتيالس يتتروسو 

پس از آن هم واکسن  ،(Sandhu et al., 2000) يتنفس

 Srinivas) ب هپاتيتت  ،E (Ma et al., 2003) يتت هپات

et al., 2008) یحستتاس بتته گرمتتا   ينو انتروتوکستت 

E. coli (Walmsley et al., 2003) .مزايتتتای از 

 بترای  کته  استت  ايتن  زمينتي  سي  هب نسبت فرنگي گوجه

 ختام  مصترف  کته  حتالي  در نتدارد؛  پختتن  به نياز مصرف

 پختتن  و دهي حرارت و نيست مرسوم چندان زميني سي 

 بتترد متتي بتتين از را شتتده توليتتد هتتای ژن آنتتتي بيشتتتر آن،

(Fischer and Schillberg, 2004) .ژن آنتتتي بيتتان 

 توتتتتون گياهتتتان در( HBsAg) ب هپاتيتتتت ستتتطحي

(Mason et al., 1992) ،توتون های سلول (Kumar et 
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al., 2007) ، کتاهو (Pniewski et al., 2012) ، هتويج 

(Imani et al., 2002) ،  زمينتي  ستي(Richter et al., 

 فرنگتي  گوجته  و (Kumar et al., 2005) متوز ، 2000)

(Srinivas et al., 2008)  .گزارش شده است 

 بيتان  در اپيشتبره  کتارايي  بررستي  های روش از يکي

 کمتتک بتتا موقتتت بيتتان هتتای روش از استتتفاده هتتا، ژن

 تحليتتل بتتر عتتهوه روش ايتتن. استتت آگرواينفيلتريشتتن

 و بترنج  ماننتد  گياهتاني  در رونويسي و گياهي پيشبرهای

، (Yang et al., 2000; Zhang et al., 2012) توتتون 

 زمينتي  سي  در بيماری به مقاومت های ژن جداسازی در

(Bendahmane et al., 2000) کتتارکردی تحليتتل و 

 استتفاده  روز چنتد  کوتاه مدت در گياهان در ها ژن ساير

 Bertazzon et al., 2012; Leckie and) استت  شتده 

Neal Stewart, 2011; Figueiredo et al., 2011; 

(Hoffmann et al., 2006 زايتتي  . قتتدرت بيمتتاری

Agrobacterium tumefacience  هتتتتای ويژگتتتتيو 

 بستتيارکتتارايي بيتتان موقتتت ژن  بتترگيتتاه  فيزيولوژيتتک

 نکتتت . (Wroblewski et al., 2005) استتت گتتذار اثتر 

 بستيار  ژن، موقتت  بيتان  روش که،است  اين توجه شايان

 ايتن  و نيستت  قيمتت  گران تجهيزات نيازمند است؛ ساده

 بافتت  درون را ژن فعاليتت  کته  کنتد  متي  فراهم را امکان

 ,Faizal and Geelen) کنيم گری غربال سرعت به برگ

 روش ايتن  از کته  است شده داده نشان عهوه، به. 2012)

 ماننتتتد گيتتتاهي مختلتتتف هتتتای سيستتتتم در تتتتوان متتتي

 انگور زميني،   سي  ،فرنگي گوجه توتون، آرابيدوپسيس،

 Tsuda et al., 2012; Yasmin and) کرد استفاده رز و

Debener, 2010; Zottini et al., 2008; 

Koscianska et al., 2005; Bhaskar et al., 2009; 

(Kim et al., 2009. 

 HBsAgهتتای ستتنتزی   پتتژوهش حاضتتر، از ژن  در

گيتتاه  ترجيحتتي تتتوالي استتاس بتترشتتده  ستتازی  بهينتته

به توالي ژنتيکي  توجه استفاده شده است. با فرنگي گوجه

  زم ژن، عملکتترد بررستتي بتترای ،HBsAgجديتتد ژن 

 بتا  شتده  کنترل قتمو بيان های  سيستم با آن کارايي است

ژن  منظتتور، بتتدين. شتتود بررستتي اختصاصتتي پيشتتبرهای

 اختصاصتي  پيشتبرهای  با شده کنترل HBsAgهپاتيت ب 

( و پيشتتتبر دايمتتتي 2A11و  E8) فرنگتتتي گوجتتته ميتتتوة

CaMV35S  و  فرنگتتي گوجتتهگيتتاه  ةدر بتترگ و ميتتو

 موفقيت از پس. است شدهرسي برهمچنين برگ توتون 

 و آن دايمتي  بيتان  بترای  يژنت  ستازة  اين از ژن، عملکرد

 . شد خواهد استفاده تراريخت گياهان توليد

 

 ها روش و مواد

 گيتاه  بتذرهای  :2A11 و E8 پيشببرهاي  سازي همسانه

 پس (Lycopersicon esculentum Mill) فرنگي گوجه

 کشتت  گلخانته  در پهستتيکي  های گلدان در شستشو، از

 10اتت  8  در مرحلت  يتاه گ يتن جتوان ا  های برگ از. شدند

 شتتد  استتتفاده  ژنتتومي  DNAاستتتخراج   یبتترا  يبرگتت

(Dellaporta et al., 1983) .DNA شتتده استتتخراج، 

 روش بتتتا ،2A11 و E8 يشتتبرهای پ یجداستتتاز ویالگتت 

 یبتتا آغازگرهتتا  (PCR) پليمتتراز ای يتترهواکتتنش زنج

 درجتت  94 یکتتار گرفتتته شتتد. از دمتتا   هبتت ياختصاصتت

 يقته دق 4متدت   بته  يته اول سازی واسرشت برای سانتيگراد

 نظتر  در صورت بدين PCR یچرخه برا 35استفاده شد. 

 94 یدر دمتا  يقته دق يتک ) ستازی  واسرشتت : شتد  گرفته

 درج  63 یدر دما يقهدق يک(؛ اتصال )سانتيگراد درج 

 ؛(E8بترای   سانتيگراد درج  59و  2A11برای  سانتيگراد

( و در ستانتيگراد  درجت   72 یدر دمتا  يقته دق يتک بسط )
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 درجتت  72در  ييبستتط نهتتا یفه بتترااضتتا يقتت دق 4 يتتان،پا

.  (Hooshyar et al., 2015)شتد  گرفته نظر در سانتيگراد

عبارتنتد  آغازگرهای اختصاصي برای اين پيشبرها  يتوال

و  F2A11: 5′-caagctttaaaaagtatagtcaatatttac-3از: 
R2A11: 5′-ggatccggttttggattaattgctaattgatg-3′ 

 -FE8: 5′و  2A11بتتتتتتتتترای پيشتتتتتتتتتبر 

aagcttctagaaatttcacgaaat-3′  وRE8: 5′- 

ggatccttcttttgcactgtgaatgat-3′ يشتبر پ یبرا E8يتن . ا 

 NCBI پايگتاه موجود در  يژن ياساس توال آغازگرها بر

و  2A11بتتتترای X13743.1دسترستتتتي  ةبتتتتا شتتتتمار 

AF515784  برایE8 افزار  با نرمOligo شدند. يطراح 

ين جتايگز  تتوالي،  تعيتين  از پتس  نظتر  متد  پيشبرهای

 شتتتدند pBI121 نتتت در ناقتتتل دوگا CaMV35Sپيشتتتبر 
(Ahmadi et al., 2012; Ahmadi and Rahnama, 

2013) . 

 هتای  تتوالي  يتافتن  از پتس  :HBsAg هباي  تبوايي  سنتز

 هتتتتای تتتتتوالي ،NCBI پايگتتتتاه از HBsAgژن  آنتتتتتي

 بتتترای اختصاصتتتي طتتتور بتتته ژن ايتتتن نوکلئوتيتتتدی

ت ستتپس تتتوالي قطعتتا ؛شتتد ستتازی بهينتته فرنگتتي گوجتته

KOZAK  و تتتواليSEKDEL افتتزايش بيتتان و   بتترای

 مجموعتته ايتتن بتته اندوپهستتمي شتتبک  در گيتتری هتتدف

 بترای  اختصاصتي  هتای  جايگاه آن، بر عهوه. شد افزوده

در ابتتتدا و انتهتتای تتتوالي   SacIو  BamHI هتتای آنتتزيم

HBsAg شتده   طراحتي  هتای  تتوالي (. 1)شکل  شد اضافه

 Millgeneشترکت   درجفتت بتاز    720به طتول حتدود   

در وکتورهتای   شتده  کلتون  صتورت  بته  و  ستنتز )فرانسه( 

pMAT (. 1گرفته شد )شکل  تحويل 

HBs-LY 

gcgga tcc acc atg gaa aat att act tct gga ttt ctt 

gga cca ctt ctt gtt ttg caa gct gga tct ttt ttg ttg 

act agg att ctt act att cca caa agt ctt gat tct tgg 

tgg act tct ctt aat ttt ctt gga gga act act gtt tgt 

ctt ggt caa aat tct caa tct cca act tct aat cat tct 

cca act tct tgt cct cca act tgt cct ggt tat cgt tgg 

atg tgt ctt cgt cgt ttt att att ttt ctt ttt att ctt ctt ctt 

tgt ctt att ttt ttg ttg gtt ctt ctt gat tat caa ggt atg 

ttg cca gtt tgt cct ctt att cca gga tct tct act act 

agt act gga cca tgt aga act tgt act act cct gct caa 

gga act tct atg tat cca tct tgt tgt tgt act aaa cct 

tct gat gga aat tgt act tgt att cca att cca tct tct 

tgg gct ttt gga aaa ttt ctt tgg gaa tgg gct tct gct 

cgt ttt tct tgg ctt agt ttg ctt gtt cca ttt gtt caa tgg 

ttt gtt gga ctt tct cca act gtt tgg ctt tct gtt att tgg 

atg atg tgg tat tgg gga cca agt ctt tat agt att ttg 

agt cca ttt ttg cca ctt ttg cca att ttt ttt tgt ctt tgg 

gtt tat att tct gaa aaa gat gaa ctt taa gag ctc acc 

 
شتده   ستنتز   ( )با ( و ناقل پهسميدی حاوی قطعHBs-LY) فرنگي گوجه گياهان برای HBsAg ژن آنتي شدة اصهح نوکلئوتيدی توالي -1 شکل

 )پايين(
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-pBI-E8HB، pBI-2A11HB، pBI هاي  سازه ساخت

35SHB: ژن بتتا هتتای  ستتاخت ستتازه بتترای ،gus ژن  بتتا

HBsAg هتتای در ستتازه pBI-35SGus، pBI-E8Gus، 

pBI-2A11Gus منظتور ژن    . بدينشد جايگزينgus  بتا 

ختارج و   بتا  هتای   ستازه  از SacIو  BamHI هتای  يمآنز

جفتت بتازی در همتان جايگتاه برشتي       720  سپس قطعت 

اختصاصتتي بتتا  هتتا بتتا روش ه تتم ستتازه همتت وارد شتتد. 

هتای   تاييد شدند. سازه PCRهای برشي و همچنين  آنزيم

 گروبتتتاکتريومآه ذوب بتتت - نهتتتايي بتتتا روش انجمتتتاد 

A. tumefacience LBA4404 .منتقل شدند 

 روش بببببا HBsAg ژن آنتببببي موقببببت بيببببان

 هتای  ستازه  یحاو Agrobacterium :آگرواينفيلتريشن

pBI-E8HB، pBI-2A11HB وpBI-35SHB  طتتور  هبتت

بيوتيتتک  حتتاوی آنتتتي LBکشتتت  جداگانتته در محتتيط

 ستتانتيگراد درجتت  28صتتورت شتتبانه در  هکانامايستتين بتت

 بترگ  و ميتوه  هتای  ابتدا نمونه تلقي ، برای. شدند کشت

 کوچتک  هتای  انتدازه  در توتتون  بترگ  و فرنگتي  گوجه

 یحتاو  LBکشتت   يطدر محت  هتا  نمونته . شدند زده برش

( 1محتتيط تلقتتي   -AM) Agrobacteriumهتتای  ستتويه

در  شتتده، يتاد کشتتت  بتر محتيط   ور شتدند. عتتهوه  غوطته 

 بتا  Agrobacterium  آزمايشي ديگر ابتتدا کشتت شتبان   

 دقيقته  5 مدت به سانتيگراد درج  4سانتريفيوژ در دمای 

 رستتوب. شتتدند داده رستتوب دقيقتته در دور 4000 در

 ( MSمحتتتتيط  2/1) تلقتتتتي  محتتتتيط در باکتريتتتتايي

(IM- 2 تلقي  محيط )شتد  تبديل سوسپانسيون حالت به 

 شتتدند؛ تلقتي   هتم  محتيط  ايتن  در گيتاهي  هتای   نمونته  و

 در ور غوطته  گيتاهي  یهتا  نمونته  حتاوی  مجموعت   سپس

 در هتتا بتتاکتری بهتتتر نفتتوذ بتترای بتتاکتری سوسپانستتيون

 قترار  دقيقته  15 متدت   به خه در و دسيکاتور در ها بافت

در  هتتتا نمونتته . شتتد  انجتتام  بتتار  3 کتتار  ايتتن . گرفتنتتد 

 يکاغتذ صتاف   يته هتای استتريل حتاوی سته       ديش پتری

قترار گرفتنتد.    يکيروز در تتار  4مدت  و به ندمنتقل شد

 ،HBsAgارزيابي بيان آنتتي ژن   ةهای گياهي آماد هنمون

 . شدند نگهداری -70 دمای در

 شتده  تيمار گياهي های نمونه :HBsAg ژن آنتي سنجش

 ةکتر  ،Opranشترکت   ،FDB5502 متدل ) يتوفيهيزر ل با

 بترای . شتدند  ستاييده  هتاون  در سپس و خشکجنوبي( 

 استتخراج  بتافر  گيتاهي،  هتای  نمونته  از پروتئين استخراج

 0.05M NaHPO4 pH 7.5, 0.15M NaCl, 1) روتئينپ

mM EDTA, 0.3% Tween 20, and 4mM PMSF) 
 درجت   4شت  در   يتک متدت   ها افزوده شتد و بته   به آن

 در يقته دق 20مدت  به ها نمونه. شدند داده قرار سانتيگراد

 ،شدند. روشناور حاوی پتروتئين  يفيوژسانتر 35000دور 

 . شددر آزمون ا يزا استفاده 

موجتتود در کيتتت  راهنمتتایا يتتزا براستتاس  آزمتتون

HBsAg ONE (شرکت DIA-PRO، انجام شتد.  ايتاليا )

 ،SUNRISE متتدلهتتا بتتا دستتتگاه ا يتتزا ) جتتذب نمونتته

 نتتانومتر 450 متتوج طتتول در( ستتوئيس ،Ticanرکت شتت

 ژن آنتتي توليد  ميزاندر بررسي حاضر،  .شد گيری اندازه

HBsAg ت ا يتتزا کنتتترل متبتتت و منفتتي کيتت  براستتاس

 محاسبه شد. 

سه تکرار انجام شد.  درها  آزمايش هم  :آماري تحليل

. شتد  انجتام  SPSSهتا بتا نترم افتزار      داده يلو تحل يهتجز

هتتا بتتا آزمتتون دانکتتن در  داده يتتانگينم يستت مقا ينهمچنتت

 انجام شد.  درصد 1سط  احتمال 

 

 بحث و نتايج

 و صتناي   پزشتکي،  در مختلفتي  اهتداف  با ها پروتئين

 منتاب   از هتا  آن استخراج اما شوند؛ مي استفاده ها ژوهشپ
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 در معمتول  روش. استت  پرهزينته  و مشکل اغل  طبيعي

 مقيتاس  در ها واکسن جمله از دارويي های پروتئين توليد

 کشتت  هتای  سيستتم  يا ميکروبي تخمير بر مبتني صنعتي،

 گياهتان،  گذشتته،  دهت   در اما است؛ جانوری های سلول

 بتترای کارآمتتد، و ايمتتن ارزان، گزينجتتاي بيتتاني سيستتتم

 بتترای. انتتد شتتده معرفتتي نوترکيتت  هتتای پتتروتئين توليتتد

 گياهتتان، بتتر مبتنتتي بيتتاني هتتای سيستتتم کتتارايي افتتزايش

. دارنتد  زيتادی  اهميتت  ژني مناس  پيشبرهای از استفاده

 سري  روشي موقت، بياني سيستم در پيشبرها اين ارزيابي

 حاضتتر حتتال در ديگتتر، ستتوی از. استتت قيمتتت  ارزان و

 تراريختت  گياهتان  جتايگزين  روشي موقت، بيان سيستم

 هتتای پتتروتئين ستتاير و هتتا واکستتن توليتتد بتترای پايتتدار،

. (Chen et al., 2013; 2016) رود متي  شمار به نوترکي 

ژنتتي  ةبررستتي کتتارايي ستتاز بتترایدر پتتژوهش حاضتتر، 

 مناست   پيشتبر  يتک  انتخاب همچنين و HBsAgحاوی 

 روش از فرنگتي  گوجه گياه در مربو  ژن آنتي بيان برای

 . است شده استفاده آگرواينفيلتريشن

 HBsAg ةسنتزی اصهح شد های ژن هاي ژني: سازه

 بتتا آنزيمتتي ه تتم روش بتتا فرنگتتي، گوجتته بتترای

 pMA-Tاز پهسميدهای   SacI و BamHI های آنزيم

برشتتي  هتتای جايگتتاه در و شتتد جتتدا HBsAgحتتاوی 

 ،pBI121  گانتتتهتتتای دو  مناستتت  ختتتود در ناقتتتل  

pBIE8GUS  وpBI2A11GUS شتتتتده در   آمتتتتاده

 ;Ahmadi et al., 2012)تحقيقات قبلي قرار گرفتت 

Ahmadi and Rahnama, 2013) .درستتتي  بتترای

هتای ه تم    هتای جديتد بتا روش    سازی، سازه همسانه

با پرايمرهای اختصاصي تاييد شتدند   PCRآنزيمي و 

يتت  بتتا ترت  هتتای جديتتد بتته (. ستتازه3و  2 هتتای )شتتکل

 pBI2A11HBو  pBI35SHB، pBIE8HBهتتای  نتتام

 (.4معرفي شدند )شکل 

 

 DNA ةانداز يينتع يمولکول نشانگر( 1 -يمي( با ه م آنزC) pBIE8HB( و B) pBI35SHB (A ،)pBI2A11HBهای  د سازهييتا -2 شکل

(GeneRuler DNA Ladder)، 2ميبا دو آنز يمي( ه م آنز BamHI  وSacI، 3يمسازه با دو آنز يمي( ه م آنز HindIII  وEcoRI، 4 ه م )

  BamHIو  HindIII يمبا دو آنز يميآنز

 

 

3000bp 

500bp 

1000bp 

4       3        2      1  4       3        2        1  4      3        2       1  

 

A C B 
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 DNA ةانتداز  يتين تع يمولکتول  نشتانگر ( HBsAg- 1بتا پرايمرهتای اختصاصتي     PCRهتای پهستميدی مختلتف بتا آزمتون       يد سازهيتا -3 شکل

(GeneRuler DNA Ladder)، 2ة( کنترل متبت )ساز3 ،( کنترل منفي آب pMA-T)، 4 )pBIE8HB، 5 )pBI2A11HB، 6 )pBI35sHB  

 

 
 

 سترحد مترزی راستت و چت ،      ترتيت  ناحيت   هبت  -LBو  pBI35SHB .RBو  pBIE8HB، pBI2A11HBژنتيکي  های سازه کلي نقش  -4شکل 

P-nos- نئوپالين سنتاز،  پيشبرnptII-  ،ژن مقاومت به کانامايسينT-nos-    ،پايانبر نئوپتالين ستنتاز(E8)(2A11)(35S)-     محتل يکتي از پيشتبرهای

 های برشي آنزيم EcoRIو  HindIII، BamHIژن سطحي هپاتيت ب،  واحد کوچک آنتي زير -CamV35S، HBsAgو  E8، 2A11اختصاصي 

 

ژن  ميتزان بيتان آنتتتي   بررستي  :HBsAg بيبان  ميبزان 

مختلتتف گيتتاهي   هتتای بافتتت در HBsAgتئينتتي پرو

 ةو ميتتتو فرنگتتتي گوجتتته)بتتترگ توتتتتون، بتتترگ   

 ،ژن ( نشتتان داد کتته بيتتان ايتتن آنتتتي   فرنگتتي گوجتته

  در همت  شتود،  کنتترل  CaMV35Sپيشتبر   باکه  زماني

 داری معنتي  تفتاوت (. 5)شتکل   افتتد  مي اتفاق ها بافت

ژن  مختلتف از نظتر ميتزان بيتان آنتتي      هتای  بافتت  بين

HBsAg نشتتد. ايتتن مشتتاهده بتتا ويژگتتي      اهدهمشتت

مطابقتت دارد. پيشتبر    CaMV35اختصاصي پيشبر  غير

CaMV35S  هتتای  يتتک پيشتتبر دايمتتي استتت کتته ژن

 ها وضعيت هم  در و ها بافت  آن در هم با شده کنترل

 (. He et al., 2008) شوند مي بيان

RB 

HindIII 

 P- nos nptII T- nos 

LB 

BamHI EcoRI 

HBsAg T-nos E8(2A11)( 35S) 

 

720bp 

 1         2        3       4          5     6 
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 هتای  محتيط  و هتا  بتا آگرواينفيلتريشتن در بافتت    pBI35SHBژني  ةدر ساز CaMV35sپيشبر  با شده نترلک HBsAg ژن آنتي بيان ميزان -5 شکل

 مقتادير،  -(2)محيط تلقتي    IM(، 1)محيط تلقي   AM -)برگ توتون( LN(، فرنگي گوجه)برگ  LT(، فرنگي گوجه ة)ميو FT -تلقي  مختلف

 . است دانکن آزمون از استفاده با دار معني تفاوت کنندة بيان کمشتر غير حروف. است معيار انحراف ± تکرار سه ميانگين

 

ها اين  ها در ميوه از مزايای بيان هدفمند پروتئين يکي

تتوان بتدون    هتای ختوراکي گيتاه را متي     است که بختش 

پختن يا با اندکي فراوری مصرف نمتود؛ بنتابراين چنتين    

هتا هستتند.    هايي محل مناس  بترای توليتد واکستن    بافت

استتفاده   ،سازی بيان پروتئين از راهکارهای هدفمند يکي

 دو حاضتر،  پتژوهش  دراز پيشبرهای اختصاصتي استت.   

 بترای  2A11و  E8 فرنگتي  گوجته  ميوة اختصاصي پيشبر

. نتايج نشتان  شدندبررسي  HBsAgژن  بيان هدفمند آنتي

 راژن هپاتيتت ب   اين پيشبرها بيان آنتتي  یدو داد که هر

 6 هتای  شوند )شتکل  باعث مي گيفرن گوجههای  در ميوه

پيشتبر   بتا کتارايي بيتان ايتن دو پيشتبر      ،(. از اين نظتر 7و 

ژن  است. ميزان بيان اين آنتتي  مشابه CaMV35Sعمومي 

ميکروگترم   15/0حتدود   E8و  CaMV35Sدو پيشتبر   با

در  2A11پيشتبر   بتا گرم وزن تر ميوه است. اين مقتدار  بر

 بتر کروگترم  مي 18/0حتدود   ،هتای تلقتي    يکي از محيط

 7و  6هتای   شتکل  در کته  گونته  همانگرم وزن تر است. 

وجتتود   بتتا 2A11و  E8دو پيشتتبر  ،شتتود مشتتاهده متتي 

 ستاير  در را HBsAgهتای   ژن بيان آنتي ،بودن اختصاصي

و برگ توتون( باعتث   فرنگي گوجه)مانند برگ  ها بافت

هتا کمتتر از ميتوه     چند ميتزان بيتان در بترگ    اند، هر شده

از پيشتتبرهای اختصاصتتي  2A11و  E8ر استتت. دو پيشتتب

 ؛رستتيدگي ميتتوه هستتتند  در مرحلتت فرنگتتي گوجتته ةميتتو

شدن ايتن پيشتبر را    دليل يکي از عواملي که فعال همين به

. (He et al., 2008)هورمون اتيلن استت   ،شود مي سب 

 بتترگ ختتوردة بتترش قطعتتات ازحاضتتر،  پتتژوهش در

. دشتت استتتفاده هتتا تحليتتل بتترای توتتتون و فرنگتتي گوجتته

 موجت   هتا  بافتت  دررا  اتتيلن  توليتد  بترگ،  شدن زخمي

 ختورده  بترش  هتای  برگ در اتيلن توليد بنابراين شود؛ مي

  در و پيشتبرها  ايتن  القتايي  عوامتل  از يکتي  استت  ممکن

 . باشد غيراختصاصي بافت در مربو ، ژن آنتي بيان نتيجه

a 

a 
a 

a 

a 

a 
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تلقتي    هتای  محتيط  و هتا  بتا آگرواينفيلتريشتن در بافتت    pBIE8HB يژنت  ةدر ستاز  E8پيشتبر   با شده کنترل HBsAgژن  ميزان بيان آنتي -6 شکل

 ميتانگين  مقادير، -(2 تلقي  محيط) IM(، 1)محيط تلقي   AM)برگ توتون(.  LN(، فرنگي گوجه)برگ  LT(، فرنگي گوجه ة)ميو FT -مختلف

 . است دانکن آزمون از استفاده با دار معني تفاوت کنندة بيان مشترک غير حروف. است معيار انحراف ± تکرار سه
 

 
تلقتي    هتای  محتيط  و ها با آگرواينفيلتريشن در بافت pBI2A11HBژني  ةدر ساز 2A11پيشبر  با شده کنترل HBsAgژن  ميزان بيان آنتي -7 شکل

 ميانگين مقادير، -(2 تلقي  محيط) IM(، 1)محيط تلقي   AM -)برگ توتون( LN(، رنگيف گوجه)برگ  LT(، فرنگي گوجه ة)ميو FT -مختلف

 . است دانکن آزمون از استفاده با دار معني تفاوت کنندة بيان مشترک غير حروف. است معيار انحراف ± تکرار سه
 

 در بتار  نخستتين  آگرواينفيلتريشتن  موقتت  بيان سيستم

 گياهتتان در آن از پتتس ولتتي شتتد؛ گرفتتته کتتار بتته توتتتون

 هتم ...  و فرنگتي  گوجته  زمينتي،    سي  کاهو، مانند مختلفي

(. Yusibov and Rabindran, 2008) استت  شده بررسي

 سيستتم  بتا  موقتت  طتور  بته ( TB) سل ژن آنتي نمونه، برای

 گيتاه  هتای  بترگ  در واکسن توليد برای آگرواينفيلتريشن

 مچنتين ه. Zeladaa et al., 2006)) است شده بيان توتون

و  Ag85B، ESAT6ديگتتتتری ماننتتتتد   هتتتتای ژن آنتتتتتي

ESAT6:Ag85B  هتتتتم بتتتتا روش آگرواينفيلتريشتتتتن در

 ميتزان . Dorokhov et al., 2007)) انتد  شتده گياهان بيان 

کيلتوگرم   بتر  گترم  ميلتي  800 حتدود  Ag85b ژن آنتي بيان

 و Srinivas، تتازگي  بته وزن تر برگ گزارش شتده استت.   

a 

b 
b 

b 

a 

b 

a 

b 
b 

ab 
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 واکستتن ستتطحي ژن آنتتتي شتتدند موفتت ( 2008همکتتاران )

 بيتان  فرنگتي  گوجته  گيتاه  ای لپه های برگ در را ب هپاتيت

ها برای بيان موقت ايتن   . آن(Srinivas et al., 2008) کنند

ژن از پيشبرهای مختلفي استفاده کردند. نتايج حاصل نشتان  

م آگرواينفيلتريشتن  تداد که بيشترين ميزان بيان در اين سيست 

   زن خشک است.نانوگرم بر گرم و 5/489

 زمينتي  ستي   و فرنگي گوجه ميوة اختصاصي پيشبرهای

 و نوترکيت   هتای  پتروتئين  بيتان  بترای  مختلفي تحقيقات در

 بترای . انتد  شتده  استتفاده  ب هپاتيتت  هتای  ژن آنتتي  همچنين

 ،E8( موف  شدند با پيشتبر  2004و همکاران ) Jiang نمونه،

 رنگتي ف گوجته  هتای  ميتوه  در را وبتا ( ctbژن کلراتوکسين )

 ايتن  بتا  شتدند  موف  ها آن. (Jiang et al., 2004) کنند بيان

 ميتوة  تتر وزن  گترم بتر   نتانوگرم  455را بته   بيان ميزان پيشبر

( بتا  2007و همکاران ) Lou. همچنين برسانند فرنگي گوجه

 ژن واحد بتزرگ آنتتي   توانستند زير 2A11پيشبر اختصاصي 

HBV  گيتتاه هتتای طتتور دايتتم در ميتتوه  ه)هپاتيتتت ب( را بتت 

 موفت   هتا  آن. (Lou et al., 2007) کننتد  بيان فرنگي گوجه

 تتا  فرنگي گوجه گياه رسيدة های ميوه در روش اين با شدند

داشتته   ژن آنتتي  توليد تر، وزنبر گرم  نانوگرم 5/523 ميزان

( موفت  شتدند بتا    2008) مکتاران و ه He تتازگي،  بته باشند. 

 HBsAgن ژ آنتتي  ،فرنگي گوجهگياه  E8پيشبر اختصاصي 

 فرنگتي  گوجته هتای گيتاه    طور موقتت و دايتم در ميتوه    هرا ب

 کتته دادنتد  نشتتان هتا  آن. (He et al., 2008)توليتد کننتد   

 و هتا  گتل  هتا،  بترگ  دررا  ژن آنتي بيان پيشبر اين از استفاده

کته پيشتبر     حتالي  در ؛شتود  نمتي  باعتث گياه توتتون   بذرهای

ليتد  هتای گيتاه توتتون تو    بخش  در هم CaMV35Sدايمي 

 Ctbژن  شتود. همچنتين بيتان آنتتي     ميژن را باعث  اين آنتي

هتای   بيتان ايتن پتروتئين را در ميتوه     ،E8پيشبر  با شده کنترل

 ،باعتتث شتتد. بتتا وجتتود ايتتن  فرنگتتي گوجتتهگيتتاه  ةرستتيد

ايتن   نتارس  هتای  ميتوه  و هتا  گل ،ها گونه بياني در برگ هي 

بر گياهان مشاهده نشد. اين محققان نتيجته گرفتنتد کته پيشت    

E8، نيتز جتنس گيتاهي    ةبافتي استت بلکته ويتژ    ةتنها ويژ نه 

 .  است

 هتای  ناقتل  در هتا  آن پروموتورها، اين کارايي علت به

ويتژه   ه)بت  گياهتان  بته  ژنتي  های سازه انتقال برای مختلف

 هتای  بافتت  در هتا  ژن هدفمنتد  بيتان  بترای ( فرنگي گوجه

 ;Estornell et al., 2009)انتد  شتده  استتفاده  اختصاصي

(Enfissi et al., 2010. 

 از استتفاده  که داد نشان پژوهش اين از حاصل نتايج

( 2A11و  E8) فرنگتي  گوجته  ميوة اختصاصي پيشبرهای

 فرنگتتي گوجتته هتتای ميتتوه در را HBsAg ژن آنتتتي بيتتان

. ميتزان  شتود  مي باعث CaMV35Sهمانند پيشبر عمومي 

بتر   نتانوگرم  180 تتا  150 حتدود  HBsAgژن  بيان آنتتي 

 هپاتيتت  ژن آنتتي  بيان اگرچه. آمد دست به تر وزنگرم 

 مشتاهده  هتا  بافتت  ستاير  در پيشبرها اين با شده کنترل ب

 در اتتيلن  توليتد  بته  مربتو   آن علت رسد مي نظر به شد،

 موقتت  بيتان  سيستتم  در کته  باشتد  گياه زخمي های بافت

را  آن بتا  شده کنترل های ژن بيان القای و اند شده استفاده

 .است شده سب 

 پيشتبرهای  کته  شود مي گيری نتيجه حاضر بررسي زا

 تواننتد  متي ( 2A11و  E8) فرنگتي  گوجه گياه اختصاصي

 در نوترکيتت  هتتای پتتروتئين بيتتان بتترای متتوثری طتتور بتته

 هدف گياهان مد نظر عمل کنند.  های بافت
 

 .سپاسگزاري

بيوتکنولتوژی   ةبا حمايت مالي پژوهشکد حاضرپژوهش 

 2-05-05-88009 ةح شتمار کشاورزی ايران و از محل طتر 

بيوتکنولتتوژی  ةاز پژوهشتتکد اينجتتا درشتتده استتت.   انجتتام

 شود.   مي سپاسگزاریکشاورزی ايران 
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