
انتقال هدايت شده و بيان اختصاصي هورمون كلسي تونين انساني 
  1در غده سيب زميني تراريخته

  
  
  
  
  
  

  **و* پارسافاطمه قرباني

  **افقي حميده

  چكيده
گياهان به دليل داشتن مسير اصلاحات پس از ترجمه مشابه سلول هاي جانوري، سيستمي 

هدف اين تحقيق . ارزان جهت توليد پروتئين هاي نوتركيب در مقياس بالا را فراهم نموده اند
هاي ان بيماري كه در درم (hCT)بررسي بيان اختصاصي هورمون داروئي كلسي تونين انساني

 به عنوان ميزبان (Solanum tuberosum) استخواني نقش دارد در غده گياه سيب زميني
ژن سنتتيك كلسي تونين با توالي بهينه سازي شده بر اساس رمز هاي ترجيحي ميزبان . بود

 با قابليت ابراز اختصاصي در غده سيب زميني و Class I Patatinتحت كنترل پروموتر ژن
 قرار گرفت و پس از كلون سازي در ناقل دوتايي از طريق آگروباكتريوم  NOSهندهخاتمه د

پس از تراريختي و تكثير، نسل اول گياهان تراريخته از . به غده گياه سيب زميني منتقل گرديد
 ELISAبوسيله  و نيز ميزان بيان پروتئين نوتركيب هدف PCRنظر وجود ژن فوق توسط 

  .بود ng 5/1بيشترين بيان حاصل از واريته كاردال، با بياني معادل. مورد بررسي قرار گرفت
، سيب زميني Patatin زراعت مولكولي، كلسي تونين انساني، پروموتر : كليديواژه هاي

                                                 
  .شكده بيوتكنولوژي و دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقاتسازمان پژوهشهاي علمي و صنعتي ايران، پژوه**
 .Ofoghi@irost.irدانشگاه آزاداسلامي، واحد علوم و تحقيقات **
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  (Solanum tuberosum) . تراريخته
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  مقدمه
امروزه سيستم هاي مختلف برمبناي كشت سلولي و يا استفاده از موجودات تراريخته 

ها، از جمله باكتري ها، قارچ. وليد پروتئين هاي نوتركيب ارزشمند ابداع شده استجهت ت
هاي حيواني و گياهي و همچنين استفاده از حيوانات كامل، گياهان و حشرات كه هر يك سلول

 كه باكتري هادر . از اين سيستم هاي توليد از مزايا و محدوديت هاي خاص خود برخوردارند
توليد پروتئين نوتركيب هستند بايستي به عدم تغييرات پس از ترجمه و خطر ترين سيستم رايج

از سوي ديگر در سلول هاي جانوري يا حيوانات ). 6( آلودگي با اندوتوكسين توجه كرد
تراريخته نيز محدوديت هايي چون دشواري مراحل كشت با احتمال آلودگي زياد و نيازمندي 

همچنين . باشند دارد و با مسائل اخلاقي و قانوني مواجه ميبه مواد و تجهيزات گران بها وجود
  ).10(احتمال آلودگي با توالي هاي سرطان زا نيز وجود دارد 

پيشرفت هاي بيوتكنولوژي، گياهان را قادر ساخته كه به عنوان بيوراكتور جهت توليد 
ت عنوان زراعت ها بكار گرفته شوند و مبحث جديدي تحها، چربي ها و كربوهيدراتپروتئين

روش گياهان به سادگي و با ). 10(  مطرح شده است(Molecular Farming)مولكولي 
 مشابه هاآنئين و تغييرات پس از ترجمه در شوند و مسير ساخت پروت طبيعي تراريخته ميهاي
هاي جانوري است، محدوديتي در اندازه ژن دخولي نداشته و راهكارهاي متنوعي مثل سلول
هاي  از پپتيدهاي نشانه و پروموترهاي مختص ارگان يا ارگانل براي تجمع پروتئيناستفاده

  ).17 و 6(نوتركيب در آن ها وجود دارد 
.  متنوعي براي ادغام ژن هاي خارجي در قسمت هاي مختلف گياه وجود داردروش هاي

ان هستند روش هاي خارجي از منابع مختلف باكتريايي، قارچ ها، حيوانات و ساير گياهاين ژن
 Agrobacterium tumefaciensهاي گياهي، انتقال تو سط رايج براي انتقال ژن به سلول

هاي تاكنون ژن. است كه سبب كاهش موانع موجود در مهندسي ژنتيك گياهي شده است
مختلفي از جمله ژن هورمون رشد، انسولين و پروتئين هاي ويروسي و باكتريايي با اين شيوه 

  ).4( منتقل شده اندبه گياهان
اساسي اي و غير گليكوزيله است كه نقش  اسيدآمينه32هورمون كلسي تونين انساني نيز پپتيدي 
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 مشتقات .شود فسفر داشته و به عنوان هورمون درگير در ترميم استخوان شناخته مي- در متابوليسم كلسيم
تاكنون ). 17(رد دارويي دارد كلسي تونين براي درمان پوكي استخوان، بيماري پاژه وغيره كارب

هاي گسترده اي براي توليد اين هورمون دارويي اعم از نوع انساني يا حيواني آن به صورت تلاش
 .)3و9(نوتركيب در ميزبان هاي مختلف باكتريايي، حشرات و گياه انجام شده است 

مزايايي در بين گياهان مورد توجه در عرصه بيوتكنولوژي سيب زميني به دليل داشتن 
همچون قابليت گياه به عنوان يكي از ميزبان هاي باكتري آگروباكتريوم جهت انتقال ژن و بازده 

از كشت بافت، قابليت تكثير ) (Regenerationمطلوب آن، سهولت تكثير و باززايي 
غيرجنسي، دوره زماني كوتاه تا توليد محصول، توليد بيوماس زياد، وجود پروموترهاي مختلف 

يان ژن در قسمت هاي مختلف گياه، قابليت نگه داري و انباركردن اين محصول و استفاده جهت ب
  ).13 و1( هاي خام به صورت مستقيم و خوراكي در صورت توليد  واكسن اهميت دارداز غده

در اين پژوهش تلاش شد تا با بهينه سازي كدون هاي ژن دخولي ميزان بيان در ميزبان 
بعلاوه از پروموتر مختص اندام استفاده شد كه امكان تجمع پروتئين گياهي افزايش يابد و 

نوتركيب توليدي در اندامي خاص را فراهم مي كند و به اين ترتيب استخراج پروتئين تسهيل 
و مزيت هايي نيز در رابطه با ايمني زيستي و جلوگيري از بيان همه جايي و تداخل احتمالي 

  ). 10و19(با رشد نرمال گياه فراهم گردد 

  مواد و روش ها
رقم هاي كاردال و مارفونا  (Solanum tuberosum)  سيب زميني:گياه مورد پژوهش

 مي باشد و به صورت جنسي 12اين گياه تتراپلوئيد و تعداد هاپلوئيد كروموزوم هاي آن  .بود
  .و غير جنسي تكثير مي يابد
 در گياه سيب زميني (hCT)نساني براي بيان هورمون كلسي تونين ا :ناقلين مورد استفاده

حاوي توالي مربوط به ژن ) Intelechonتهيه شده از  (pPCR-Script Ampاز ناقلين 
hCT 1شكل ( بهينه سازي شده براي بيان در سيب زميني( ،pP1حاوي پروموتر ژن   

Class I Patatinمختص ابراز در غده سيب زميني و خاتمه دهنده NOS )   و ناقل ) 2شكل
 Institute of تهيه شده ازBin19 و pPI-CAT(استفاده شد ) 3شكل ( Bin19ايي دوت

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


27 ............ انتقال هدايت شده و بيان اختصاصي هورمون كلسي تونين انساني در غده

pP1CAT

5978

CAT
term

pPat

BamHI
1986

BamHI 2767
HindIII

HindIII

molecular Genetics, Moscow.(  

  
 PCR-Script Amp  تصوير شماتيك پلاسميد-1شكل 

  
  
  

  
  
  
  
  
  

  pPI-CAT  تصوير شماتيك پلاسميد-2شكل 

 MCS 
pPCR-Script 

Amp 

ori 

ColE1 Origion 

Amp r 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


28 91، بهار1سال اول، شماره /بيوتكنولوژي و ميكروبيولوژي كاربرديفصلنامه ...........

  
  Bin 19 شماتيك پلاسميد تصوير- 3شكل

براي انجام مراحل كلونينگ و نيز انتقال ژن به گياه از دو سويه  :سويه هاي باكتريايي
  . استفاده شدAgrobacterium tumefacience LBA4404 و E.coli DH5αباكتريايي 

 hCT حاوي قطعه  PCR-Script Amp پلاسميد):كلونينگ(مراحل همسانه سازي 
قطعه ژن .  قرارگرفتBamHI، مورد هضم آنزيم Intelechonركت سنتز شده توسط ش

hCT نوكلئوتيد از روي ژل آگاروز با استفاده از كيت خالص گرديد كه 114 با اندازه تقريبي 
  .توالي اين ژن به شرح زير بود

5'GGATCCATGTGTGGGAATCTGAGTACTTGCATGCTTGGC
ACATACCCCAAGATTTCAACAAGTTTCATACTTTTCCACAGA
CAGCTATTGGTGTTGGAGCACCTTAAGGATCC 3' 

بريده شده و به صورت خطي درآمد و از  BamHI در جايگاه pP1از سوي ديگر پلاسميد 
 سازيخالص Bioneer) تهيه شده از شركت( DNAروي ژل بوسيله كيت اختصاصي براي استخراج 

اتمه دهنده  و توالي خClass I Patatin بين پروموتر BamHIدر جايگاه hCT سپس قطعه. شد
 ScaI/XbaIجهت قطعه در ناقل از هضم آنزيمي  براي تعيين وجود و.  وارد گرديدpP1پلاسميد 

همچنين با استفاده از جفت پرايمرهاي ) bp = sense 381،bp = antisense  455( استفاده شد
 ونينتكلسي (reverse) و پيرو (forward)طراحي شده پيشرو   با پرايمرهايPCRاختصاصي، عمل 

  . انجام شد) ساخته شده توسط سيناژن (nos terminatorو نيز پيرو

LB 

RB 
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  :توالي پرايمرها به شرح زير است
CalF: 5’-CCGGATCCATGTGCGGTAATCTGAGTACTTGC-3’ 
CalR:     5’- GGGGATCCTTAAGGTGCTCCAACCC-3’ 
Nos terR:  5’- CGCGCGATAATTTATCCTAGT-3’ 

PCR 30درجه سانتي گراد آغاز و در94 اي در دماي  دقيقه5 با يك مرحله واسرشتگي 
 درجه سانتي گراد و 65 درجه سانتي گراد، دماي اتصال 94سيكل حرارتي با دماي واسرشتگي 

 72 درجه سانتي گراد صورت گرفت و در پايان نيز يك مرحله بسط در دماي 72دماي بسط 
حضور قطعه و صحيح بودن پس از اطمينان از  . دقيقه انجام شد5درجه سانتي گرادبه مد 

 نوكلئوتيدي حاصل از 2650و قطعه ) 9شكل( انجام گرفت HindIIIبرش با آنزيم  جهت آن
 و توالي پلي آدنيلاسيون در hCTهضم آنزيمي شامل كاست حاوي پروموتر، توالي كد كننده 

 آمده كلني هاي به دست.  براي انتقال به گياه كلون شدBin19 ناقل دوتائي HindIIIجايگاه 
 با PCR و نيز با BamHIاز نظر وجود قطعه فوق مورد بررسي مجدد بوسيله هضم با آنزيم 

 با سيكل nos(reverse) و پيرو cal (forward)استفاده از پرايمرهاي اختصاصي پيشرو 
  .دمايي همانند مرحله قبل قرار گرفت

حاصل از كشت بافت سيب زميني با روش كشت جوانه هاي  :كشت بافت سيب زميني
  . انجام شد(shoot tip culture)ديسك غده 

زايي گياه ضروري براي انجام فرايند ترانسفورماسيون در اين گياه دست يابي به رشد كافي و در ادامه غده
 (MURASHIGE & SKOG Medium) جامد SMبود كه به اين منظور محيط كشت رشد و تكثير 

 20 ساعت تاريكي با ترتيب دمايي 8  وت روشنايي ساع16دوره نوري  با%) 3ميزان سوكروز (
 گرهي براي 8 تا 7 درجه سانتي گراد استفاده شد كه پس از به دست آوردن ساقه هاي 18و 

  . افزوده شد%) 8ميزان سوكروز ( غده زايي MSالقاي غده به آن ها محيط كشت 
تاريكي مطلق و  روز در شرايط 10پس از افزوده شدن محيط غده زايي، گياهان به مدت 

 درجه 18 درجه سانتيگراد و پس از آن با حفظ شرايط تاريكي مطلق به دماي 4دماي 
  . سانتيگراد منتقل شدند

 عمل تراريختي در گياه سيب زميني شامل دو مرحله :تراريختي گياهان و باززايي آن ها
ن ريز غده ها آماده نمود و Bin19آماده سازي آگروباكتريوم تومه فاسينس حامل پلاسميد 
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به اين ترتيب كه ريزغده ها ي توليد شده در شرايط استريل با عمر كمتر از شش ماه . شودمي
 MLS بريده شد و اين ديسك ها روي سطح محيط mm 2-1به صورت ديسك هايي با قطر 

(MURASHIGE & LINSMAIER & SKOG Medium) جامد بدون آنتي 
تومه فاسينس  آگروباكتريوم. سطح آن ها زخمي گرديدبيوتيك قرار گرفت و با سوزن استريل 

 و دماي LB ساعت در محيط 48كشت شده به مدت ( و كاست بياني Bin19حامل پلاسميد 
 nm 600 در طول موج 1/0 آن معادل ODكه )  درجه سانتيگراد در انكوباتور شيكردار 28

 آن روي ز ميكروليتر ا20 مايع وارد شد و حدود MLSبود رسوب داده شد و سپس در محيط 
  ).4شكل(ديسك هاي آماده سازي شده ريخته شد 

 

   ساعت24 هاله رشد آگروباكتريوم در كناره غده ها پس از گذشت - 4شكل

.  درجه سانتي گراد قرار گرفتند22 ساعت در تاريكي و دماي24پتري هاي مذكور به مدت 
 MLSابي ديسك ها به محيط پس از شستشو جهت حذف آگروباكتريوم و ايجاد شرايط انتخ

انتقال يافتند و باز ) mg/L 100 و كانامايسين mg/L 500سفوتاكسيم (محتوي آنتي بيوتيك 
جوانه هاي ثانويه .  درجه سانتي گراد براي جوانه زايي قرار گرفتند22هم در تاريكي و دماي 
(secondry shoot) 2-1/5 به طول cmگياه  حاصل از ديسك ها براي به دست آوردن 

 8 ساعت روشنايي، 16 در شرايط نوري (cefo –kn –Mls)كامل جدا و در محيط مشابه
زماني كه طول گياهان .  درجه سانتي گراد قرار گرفت18 و 20ساعت تاريكي با ترتيب دمايي 

 رسيد به محيط بدون سفوتاكسيم منتقل شدند پس از رشد گياه تراريخته به cm 4/5به حدود 
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  . غده زائي ريخته شدMS رهي روي آن محيط   گ5حد تقريباً 
 براي تاييد وجود سازه بياني در گياهان : و پروتئين از گياه تراريختDNAاستخراج 

) CTAB) 11 از اندام هاي سبز با روش DNAتراريخته به دست آمده از محيط انتخابي، 
رتي با دماي  سيكل حرا30 با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي درPCRاستخراج و توسط 

 درجه 72 درجه سانتي گراد و دماي بسط 65 درجه سانتي گراد، دماي اتصال 94واسرشتگي 
براي بررسي ميزان پروتئين بيان يافته، غده از گياهان . سانتي گراد مورد بررسي قرار گرفته شد

 شامل(تئين  آن با استفاده از بافر استخراج پرو(TSP)تراريخته جدا و مجموع پروتئين هاي محلول 
NaCl 10mM ،EDTA 1mM ،MgCl2 5mM ،Triton X-100 ،2-Mercaptoethanol 2%( 

به دست آمد و سپس به صورت اختصاصي ميزان كلسي تونين بيان يافته توسط روش 
ELISA با استفاده از كيت اختصاصي )BioSource CT-US (مورد بررسي قرار گرفته شد.  

  بحثنتايج و 
و از جوانه هاي حاصل از ) 5كلش(ياه اوليه غده به دست آمد  از گ:كشت سيب زميني

كه در ) 6شكل(هاي آلوده شده با آگروباكتريوم گياهان ترانس ژنيك حاصل شد غده
 داراي آنتي بيوتيك كانامايسين ريشه زايي كرده و به اين ترتيب شناسايي شدند  MLSمحيط

  . و از آن ها مجدد غده به دست آمد) 7شكل (
 انجام شد pPIو خطي كردن پلاسميد ) 8شكل( از ناقل hCTجداسازي ژن  :گكلونين

  .)9شكل (

  
 MS كشت بافت سيب زميني در محيط - 5شكل
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  MLS جوانه زايي غده هاي آلوده شده با آگروباكتريوم روي محيط -6شكل 

Transgenic - NontransgenicTransgenic - Nontransgenic
  

   انتخاب گياه تراريخته در محيط كشت انتخابي- 7شكل
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                                            2             1      

  
سايز  DNAرديف اول ..BamHI توسط PCR – Scrip Amp خارج كردن ژن كلسي تونين از پلاسميد- 8شكل

  .BamHI بريده شده توسط PCR – Scrip Amp است و رديف  دوم پلاسميد  bps100ماركر 

                                       3          2        1  

  
 سايز DNA ، رديف دوم Patatinرديف اول پلاسميد  .  Patatin  از پلاسميدCAT جداسازي قطعه -9شكل 

  . از آن جدا شده استCAT كه قطعه Patatinو رديف سوم پلاسميد  middle rangeماركر 

ر  د pP1/hCT با موفقيت انجام شد و سازهpPI در ناقل hCTكلون كردن قطعه ژن 
  )11و10شكل . ( به دست آمدsenseجهت 

bp١١٤قطعه

  Patatin خطي شده

  جدا شده ازCATقطعه 

patatin) bp٨٠٠(  

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


34 91، بهار1سال اول، شماره /بيوتكنولوژي و ميكروبيولوژي كاربرديفصلنامه ...........

3           2           1  

  
  

  

 نوكلئوتيدي 100، رديف دوم باند bps١٠٠ سايز ماركر DNAرديف اول . PCR توسط CT تعيين جهت ژن - 10شكل
  .ميناتور است تر Nos نوكلئوتيدي كه حاصل ازدياد كلسي تونين و700حاصل ازدياد ژن كلسي تونين و رديف سوم باند 

       2                   1  

  
، رديف دوم bps 100 سايز ماركر DNAرديف اول .  تعيين جهت ژن كلسي تونين با نقشه ژنتيكي-11شكل

 ScaI و XbaI  بريده شده با pPI-Calپلاسميد 

 نوكلئوتيدي حاصل از هضم آنزيمي شامل 2650 انجام شد و قطعه HindIIIبرش با آنزيم 

  نوكلئوتيدي 300قطعه 

حاصل از برش ژن با جهت 
 ScaI وXbaI صحيح با 

  قطعه حاصل از آمپلي فيكاسيون

CalF –calR 

 قطعه حاصل از آمپلي فيكاسيون

 Cal F-Nos R 
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  )12شكل . ( و توالي پلي آدنيلاسيون جدا شدhCTست حاوي پروموتر، توالي كد كننده كا
      2                   1  

  
 رديف اول باند هاي حاصل از هضم پلاسميد .HindIII با آنزيم Patatinپلاسميد   بريده شدن-12شكل 

Patatin با آنزيم HindIII است و رديف دوم DNA سايز ماركر bps100.  

 تهيه شد كه در تصويري  Bin19/pP1/hCTبا استفاده از كاست جدا شده، سازه
با  Bin 19و وجود ژن در پلاسميد ) 13شكل(شماتيك ساختار اين سازه نشان داده شده است 

  ). 14شكل ( مورد تاييد قرار گرفت BamHIآنزيم 
  

LB RB

H
in

dI
II

pP1 promoter            hCT nos ter Npt-II

H
in

dI
II

Ba
m

H
I

Ba
m

H
ILB RB

H
in

dI
II

pP1 promoter            hCT nos ter Npt-IIpP1 promoter            hCT nos ter Npt-II

H
in

dI
II

Ba
m

H
I

Ba
m

H
I

  
  Bin19/pP1/hCT  تصوير شماتيك ساختار سازه-13كل ش

 
  
  
  

2800bp انيكاست بي  
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2            1  

  
 و رديف دوم باند bps١٠٠ سايز ماركر DNAرديف اول. Bin 19  در پلاسميدCT تاييد وجود ژن -14شكل 

   .E.coli پس از استخراج از BamHI نوكلئوتيدي حاصل از برش با 100

 انجام گرفته بر روي غده ها و برگ هاي گياهان ELISAو  PCRهاي در آزمايش
 تونين انساني در غده و عدم وجود آن در برگ تاييد و ميزان بيان تراريخته وجود ژن كلسي

بيشترين بيان از واريته . هورمون كلسي تونين انساني در آن به صورت اختصاصي مشخص شد
 . بود ng5/0  بود در حاليكه اين ميزان در واريته مارفونا برابرng1,5 كاردال به دست آمد و برابر 

 كلسي تونين و نقش آن در تنظيم سطح كلسيم پلاسما، تاكنون با توجه به اهميت هورمون
 (Salmon Calcitonin)براي كاربرد درماني از غدد اولتيمو برانشيال ماهي سالمون كلسي تونين

 به وسيله سنتزهاي شيميايي (Human Calcitonin)استخراج و يا كلسي تونين انساني 
يدي و نيز توجه به اين نكته كه فعاليت بيولوژيكي توليد مي شده اما هزينه هاي بالاي چنين تول

و افزايش ) 8(باشد  بار در مقايسه با نوع طبيعي كم تر مي10محصول سينتتيك بيش از 
 سبب آغاز فعاليت هاي تحقيقاتي براي توسعه فرايندهاي بيوتكنولوژي hCTنيازمندي به 
  ).12(كلسي تونين انساني نوتركيب شده است  جهت توليد

 رضايت بخش نبود و E.coli  به صورت نوتركيب درhCTش هاي اوليه براي بيان تلا
محصول اندكي از آن حاصل مي شد كه احتمال داده شد كم بودن ميزان بيان پروتئين مربوط 
به تجزيه پروتئين توسط سيستم پروتئاز درون سلولي باشد كه براي رفع اين مشكل دو شيوه به 

 bp100قطعه
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 به صورت فيوژن با ژن هايي بود كه بيان بالا داشتند اما hCTيد راهكار اول تول. كار رفت
زماني كه ارغام با چنين پروتئين هايي انجام شد جداسازي پپتيد هدف از پروتئين هاي همراه 

روش ديگر اليگومريزه كردن ژن ). 3 و12(شده نيازمند فرايندهاي اختصاصي و پرهزينه بود 
و ) E.coli) 18 در پروكاريوت ها مثل hCT توليد كلسي تونين انساني كه با اين هدف

Staphylococcus carnosus انجام شد اما اين پروكاريوت ها تنها مي توانند پيش ساز 
داراي ( را توليد كنند و توانايي توليد كلسي تونين فعال (precursor hCT)كلسي تونين 

  ).3و12(را ندارند  ) Cآميداسيون در انتهاي 
ز كلسي تونين انساني، كلسي تونين توليد شده از منابع ديگر مثل سالمون، همچنين غير ا

مارماهي و خوك براي درمان انواع بيماري هاي متابوليسمي استخوان به كار رفته و براي توليد 
اي شكل گرفته از جمله گزارش توليد  با روش هاي نوتركيبي نيز تلاش هاي گستردهآن ها
sCT نيز توليد آن در و ) 7( در شير خرگوشStreptomyces avermitilis اما بايستي 

توجه داشت كه همه كلسي تونين ها به جز نوع انساني بالقوه در انسان آنتي ژن هستند و 
  ). 14و2( كاهش فعاليت آن را به دنبال دارد sCTاستفاده دراز مدت از 

 رسيده است و گياهان ترانس تاكنون بيان پروتئين هاي مختلفي در گياهان با موفقيت به انجام
  ).16(ژنيك به عنوان بيوراكتورهاي مناسب براي توليد پروتئين نوتركيب شناخته مي شوند 

سيب زميني يكي از گياهان زراعي است كه در پروژه هاي زراعت مولكولي مورد توجه قرار 
اهي توليد واكسن گرفته و پروتئين هاي بسياري در آن بيان شده و به عنوان بزرگترين سيستم گي

 هايي كه در آن بيان شده پروتئين كپسيدي روتاويروساز جمله پروتئين. نوتركيب مطرح گشته است
(VP6)  و بيان آنتي ژن سطحي ويروس ) 15(براي واكسيناسيون عليه گاستروانتريت حاد ويروسي
  ).10(  بوده استB به عنوان واكسن نوتركيب عليه هپاتيت B (HBsAg)هپاتيت 
و داري ز مزاياي به كارگيري اين گياه در نقش كارخانه توليد پروتئين هاي نوتركيب قابليت نگها

انبار داري غده براي مدت طولاني، استفاده از غده هاي خام آن به صورت مستقيم و خوراكي 
در صورت توليد واكسن، عملكرد بالاي محصول در مزرعه و در نتيجه توليد بيوماس بالا و 

  )14و1. (غير جنسي و نبود تفرق ژنتيكي در نسل هاي بعدي آن استتكثير 
در ادامه تلاش ها براي افزايش بيان كلسي تونين انساني، انتقال آن به ميزبان گياهي با توجه 
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 تونيندر تحقيقات قبلي كه در آن توليد كلسي. به مزيت هايي كه ذكر شد مورد توجه قرار گرفت
ني مورد توجه قرار گرفته بود ژن كلسي تونين به دو صورت مونومر و انساني در گياه سيب زمي

 Tobacco قرار گرفت و از دو تقويت كننده CaMV 35Sتترامر تحت كنترل  پروموتر 

Mosaic Virus (TMV) و Tobacco Each Virus (TEV) براي افزايش ميزان بيان 
ري دائمي و غير اختصاصي است  پروموتpCaMVاستفاده شد كه در نهايت با توجه به اينكه 

 (TSP) پيكوگرم از 200و در همه بافت هاي گياه بيان مي شود كلسي تونين توليد شده تقريباً 

Total Soluble Protein 8( غده گياه را تشكيل مي داد.(  
 در سيب زميني كه (HSA)با توجه به تحقيقات ديگر از جمله توليد آلبومين سرمي انسان 

 بررسي و افزايش بيان از Patatin و CaMV 35Sكنترل هر دو پروموتر توليد آن تحت 
TSP 0.02%  هنگام استفاده از پروموتر %0.2 غده به Patatin در ). 4( گزارش شده بود

اين پژوهش كه ادامه تحقيقات قبلي جهت توليد كلسي تونين انساني در سيب زميني است 
ده و نيز بهينه سازي كدون ها براي بيان در سيب تلاش شد با استفاده از پروموتر اختصاصي غ

  .زميني افزايش بيان حاصل شود

  نتيجه گيري
در اين تحقيق كه اولين گزارش از توليد اختصاصي هورمون كلسي تونين انساني در غده 

 ژن  LBA4404 سويهAgrobacterium و Bin19سيب زميني بود با استفاده از پلاسميد 
در اين سيستم بيان ژن تحت كنترل . كروموزوم سيب زميني منتقل شدكلسي تونين انساني به 

 كه اختصاصي غده سيب زميني است قرار گرفت تا از بيان همه  Class I Patatinپروموتر
كدون هاي اين ژن را براساس . جايي پروتئين هدف جلوگيري و تغليظ آن امكان پذير شود

 آن '3سيب زميني طراحي نموده و در انتهاي  براي بيان در (codon bios)رمزهاي ترجيحي 
در نهايت براي بررسي ميزان كلسي تونين بيان .  قرار گرفتNOSسيگنال پلي آدنيلاسيون 

 پروتئين pg/g8585/1472 استفاده شد و نتايج حاصل بياني معادل  ELISAشده از روش
وتئين كلسي تونين در  پرpg/g 3544/568كلسي تونين در يك گرم غده تازه واريته كاردال و 

اين ميزان بيان افزايش قابل توجهي نسبت به . يك گرم غده تازه واريته مارفونا را نشان داد
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 با بيان غير اختصاصي CaMV 35Sزماني كه ژن كلسي تونين انساني تحت كنترل پروموتر 
  . به آن پرداخته شده است1قرار گرفته بود نشان مي داد كه در نمودار 

   با دو پروموتر)واريته كاردال ( مقايسه ميزان بيان هورمون كلسي تونين انساني در غده سيب زميني-1نمودار 
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  تشكر و قدرداني
 براي حمايت مالي و  EMRO-WHOو از سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران

  .فراهم نمودن امكان اين تحقيق نهايت سپاس و قدرداني را داريم
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